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Povzetek 
Betalaktamski antibiotiki so najpogosteje uporabljana skupina antibiotikov za zdravljenje 
bakterijskih infekcij, vendar je problematičen pojav odpornosti nanje. Najpomembnejši 
mehanizem bakterijske odpornosti je njihova sposobnost sinteze encimov betalaktamaz, ki 
katalizirajo hidrolizo betalaktamov do neaktivnih produktov.  
Ker se bakterijska odpornost na antibiotike iz leta v leto povečuje, postajajo možnosti za 
zdravljenje okužb vse bolj omejene. Zato je ključnega pomena odkrivanje novih 
protimikrobnih učinkovin in učinkovin, s katerimi bi lahko premostili omenjene mehanizme 
odpornosti. Monociklični betalaktami so dokazano slabši substrati za betalaktamaze in v 
nekaterih primerih so na njih delovali zaviralno. Ti dve lastnosti sta pri reševanju 
problematike z betalaktamazami posredovane bakterijske odpornosti zaželeni, zato so 
omenjene molekule zanimive za načrtovanje novih zdravilnih učinkovin. Odločili smo se, 
da bomo v okviru naše magistrske naloge poskusili sintetizirati nove predstavnike te skupine 
betalaktamskih antibiotikov. 
Pripravili smo 2-oksoazetidin-1-il-sulfonate z žveplovim substituentom na C4 mestu 
betalaktamskega obroča. Najprej smo s pomočjo oksidativne ciklizacije β,γ-nenasičenega O-
acil hidroksamata, sintetizirali osnovni betalaktamski obroč. Tu smo se srečali z izjemno 
nizkimi izkoristki, zato smo poskušali optimizirati najbolj težavno, tretjo sintezno stopnjo. 
Pred uvedbo žveplo vsebujočega substituenta na C4 mesto, je bila za stabilnost produkta 
nujna zamenjava zaščitne skupine na 1N-OH položaju. Na C4 mesto smo uvedli tri tiole 
(tiazol-2-tiol, 1-metil-1H-imidazol-2-tiol in 1H-1,2,4-triazol-3-tiol). Na koncu je sledila še 
ponovna zamenjava skupine na 1N-OH mestu, kamor smo vezali tosilno skupino.  
Uspelo nam je sintetizirati en končni produkt 2-oksoazetidin-1-il-sulfonatov (2-okso-4-
((tiazol-2-iltio)metil)azetidin-1-il 4-metilbenzensulfonat). V ostalih dveh primerih smo 
sintezo zaključili v sedmi sintezni stopnji. Identiteto izoliranih produktov smo preverili z 
jedrsko magnetno resonanco (1H in 13C), masno spektrometrijo visoke ločljivosti, masno 
spektrometrijo, IR spektrometrijo in v primeru trdnih spojin tudi z določitvijo talilnega 
intervala.  
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Abstract 
Beta lactam antibiotics are the most commonly used family of antibacterial compounds. 
Nowadays we are facing an acute problem of bacterial resistance to them, the most common 
and problematic mechanism being their new-found ability to produce beta lactamases. Beta 
lactamases are enzymes which catalyse the hydrolysis of beta lactam antibiotic and render 
them inactive. 
Because bacterial resistance to antibiotics is growing every year, the possibilities for 
treatment of bacterial infections are getting more and more limited. Therefore the discovery 
of new antimicrobial drugs and substances which could overcome mentioned mechanisms 
of resistance are of key importance. Monocyclic beta lactams are poor substrates for beta 
lactamases and have in some cases even shown to have beta lactamase inhibitory properties. 
These two qualities are desirable in solving the problem of beta lactamases mediated 
resistance. Therefore monocyclic beta lactams represent an interesting field of investigation 
in pharmacy and we decided that in our thesis we will try to synthetize some new 
representatives of antibacetrially active monocyclic beta lactams.  
We have synthetized 2-oxoazetidine-1-yl-sulfonates with thiol substituents on C4 position 
of beta lactam ring. With the help of oxidative cyclization of β,γ-unsaturated O-acyl 
hydroxamate, we first synthetized substituted beta lactam ring. Here we found ourselves with 
extremely low yields and have tried to optimize the most problematic, third stage of the 
synthesis. Before the introduction of thiol substituent on C4 position of beta lactam ring, we 
had to change the protection group on 1N-OH position of beta lactam ring in order to obtain 
a proper stability of appropriately C4 substituted products. On C4 position we have 
introduced three thiol substituents (thiazole-2-thiol, 1-methyl-1H-imidazole-2-thiol, 1H-
1,2,4-triazole-3-thiol). In the end we changed the 1N-OH moiety, introducing tosyl group. 
We managed to prepare one representative of 2-oksoazetidin-1-ilsulfonates (2-oxo-4-
((thiazol-2-ylthio)methyl)azetidin-1-yl 4-methylbenzenesulfonate). In other two cases the 
synthesis stopped at the seventh reaction stage. We have confirmed the identity of the final 
compounds with nuclear magnetic resonance (1H in 13C), high resolution mass spectrometry, 
mass spectrometry, IR spectroscopy and in case of solid compounds we also measured the 
melting points.  
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Seznam okrajšav 
AcCN Acetonitril 
ATR Oslabljena popolna odbojnost, ang: 
Attenuated total reflectance 
CbzCl Benzil kloroformat 
CDCl3 Devteriran kloroform 
DIPEA N,N-diizopropiletilamin 
DMSO Devteriran dimetilsulfoksid 
DNK Deoksiribonukleinska kislina 
ESBL Betalaktamaze razširjenega spektra, ang.: 
Extended spectrum beta lactamases 
ESI Ionizacija z razprševanjem v električnem 
polju, ang.: Electrospray ionisation 
EtOAc Etilacetat 
Hex Heksan 
HRMS Masna spektrometrija visoke ločljivosti, 
ang.: High resolution mass spectrometry 
IR Infrardeč, ang.: Infrared 
J Sklopitvena konstanta 
MBL Metalo betalaktamaze, ang.: Metallo beta 
lactamases 
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MS Masna spektrometrija, ang.: Mass 
spectrometry 
NMR Jedrna magnetna resonanca, ang.: Nuclear 
magnetic resonance 
PBP Penicilin vezoči proteini, ang.: Penicillin 
binding proteins 
RNK Ribonukleinska kislina 
SBL Serinske betalaktamaze, ang.: Serine beta 
lactamases 
THF Tetrahidrofuran 
TLC Tankoplastna kromatografija, ang.: Thin 
layer chromatography 
TMS Tetrametilsilan 
TsCl Para-toluen-sulfonilklorid ali tosilklorid 
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1. Uvod 
Bakterije so povsod okoli nas. Z njihovo pomočjo pridelujemo kis, alkoholne pijače, kisamo 
mleko, zelje, repo… Uporabljamo jih tudi v farmacevtski industriji pri biosintezi nekaterih 
zdravil. Z njimi smo celo v simbiotskem odnosu, saj so del naše normalne črevesne flore in 
nas preskrbujejo z vitamini in pripomorejo k stimulaciji našega imunskega sistema (1). 
Večina bakterij je za človeka nenevarnih, nekatere pa so lahko škodljive in povzročajo 
bolezni. Bakterije lahko povzročijo okužbe zgornjih (na primer vnetje sinusov in ušes) ali 
spodnjih (na primer pljučnica in bronhitis) dihal, kože, mehkega tkiva, urinalnega trakta, 
povzročajo gastrointestinalne okužbe in so lahko povzročiteljice spolno prenosljivih bolezni, 
endokarditisa, sepse, borelioze in tako dalje (1). 
Za zdravljenje bakterijskih okužb uporabljamo antibiotike. Pomembna lastnost vseh 
antibiotikov je njihova selektivna toksičnost (2). To pomeni, da imajo za tarčo svojega 
delovanja bakterijske procese, encime oziroma strukture, ki jih pri sesalcih ni ali pa se močno 
razlikujejo. Tako z antibiotiki najpogosteje delujemo na bakterijsko sintezo proteinov, RNK 
in celične stene, zaviramo metabolizem folne kisline in delovanje DNK topoizomeraze ali 
delujemo na prepustnost njihovih celičnih membran (1, 2).  
Najpomembnejše skupine antibiotikov so betalaktami, aminoglikozidi, tetraciklini, 
sulfonamidi, makrolidi, kinoloni in glikopeptidi (1). V uporabi so tudi fluorokinoloni, 
polimiksini, piranozidni antibiotiki, derivati imidazola in nitrofurana ter trimetoprim. 
Nekoliko novejši skupini sta oksazolidindioni in lipopeptidi. Leta 2012 je v klinično uporabo 
prešel tudi bedakvilin, ki je predstavnik diarilkinolonov (3). Po in vitro delovanju lahko 
antibiotike razdelimo na baktericidne in bakteriostatične. Baktericidni antibiotiki (na primer 
betalaktami, aminoglikozidi, (fluoro)kinoloni…) povzročijo bakterijsko smrt, medtem ko 
bakteriostatični (na primer makrolidi, tetraciklini, oksazolidindioni…) zavrejo njihovo 
razmnoževanje. Glede na to ali antibiotik deluje le na nekaj ali pa na več bakterijskih vrst, 
jih lahko razdelimo tudi na ozko- (na primer penicilin G) ali široko- (na primer tetraciklini) 
spektralne (2). V nadaljevanju magistrske naloge se bomo osredotočili na betalaktamske 
antibiotike. 
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1.1. Betalaktamski antibiotiki 
Βetalaktamski antibiotiki so najbolj uporabljana skupina antibiotikov v zgodovini. Od 
naključnega odkritja benzilpenicilina leta 1928 (A. Fleming) do danes je bilo odkritih na 
tisoče novih penicilinskih derivatov in sorodnih cefalosporinov, monobaktamov in 
karbapenemov. Vsem je skupen osnovni betalaktamski obroč (4 - 8). Njihove splošne 
strukture so predstavljene na sliki 1. 
 
Slika 1: Splošne strukture najpogostejših betalaktamskih antibiotikov (6). 
Zaradi varnosti, učinkovitosti in velike selektivne toksičnosti betalaktamskih antibiotikov, 
so le ti hitro postali in še vedno ostajajo zdravila prvega izbora pri številnih bakterijskih 
infekcijah (4, 5, 6). 
1.1.1. Mehanizem delovanja betalaktamskih  antibiotikov 
Delovanje betalaktamskih  antibiotikov temelji na ireverzibilnem zaviranju zadnje stopnje 
biosinteze bakterijske celične stene. Slednje je posledica njihovega delovanja na penicilin 
vezoče proteine (ang.: Penicillin binding proteins, PBPs), ki so esencialni za grampozitivne 
in gramnegativne bakterije. PBP so encimi, ki sodelujejo v zadnji fazi transpeptidacije 
peptidoglikana (4, 5, 9, 10). Vsaka bakterijska vrsta vsebuje edinstven set PBP, ki šteje od 3 
do 8 encimov. Specifičnost za vezavo betalaktamov je različna in se razlikuje od tipa PBP, 
bakterijske vrste in strukture substrata (betalaktama) (5). Razdelitev PBP glede na njihovo 
molekulsko maso in funkcijo je predstavljena v preglednici I. 
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Preglednica I: Razdelitev PBP glede na molekulsko maso in funkcijo (5, 11) 
MOLEKULSKA MASA RAZRED FUNKCIJA 
PBP z nizko molekulsko 
maso 
Razred C 
Monofunkcionalne D-Ala-D-Ala 
karboksipeptidaze 
PBP z visoko molekulsko 
maso 
Razred A 
Bifunkcionalne transpeptidaze in 
transglikozidaze 
Razred B 
Monofunkcionalne od D-Ala-D-Ala odvisne 
transpeptidaze 
Serin v aktivnem mestu PBP reagira z betalaktamskim antibiotikom, nastane kovalentna vez. 
Takšno vezavo omogoča strukturna podobnost betalaktama terminalnemu D-Ala-D-Ala 
dipeptidu v peptidoglikanu, ki je naravni substrat za PBP. Kot je prikazano na sliki 2, najprej 
s hitrostno konstanto k1 nastane reverzibilen Michaelisov kompleks med antibiotikom in 
PBP, ki se po hitri acilaciji s serinom v aktivnem mestu, s hitrostno konstanto k2 pretvori v 
stabilen kompleks acil–encim. Nastali acil–encim, nato s hitrostno konstanto k3 počasi 
hidrolizira do inaktiviranega produkta z odprtim obročem in ponovno encimsko aktiven 
PBP. Pravzaprav je proces hidrolize oziroma deacilacije tako počasen, da zaviranje encima, 
glede na življenjsko dobo bakterijske celice, opisujemo kot ireverzibilen proces. Nekateri 
izsledki kažejo celo na to, da je deacilacija takšnega kompleksa encim–substrat 
onemogočena zaradi prevelikih steričnih ovir (12). Tako velja, da je številčna vrednost 
k2>>k3. 
Slika 2: Mehanizem delovanja betalaktamskega antibiotika (B (betalaktamski antibiotik), PBP.B 
(reverzibilen Michaelisov kompleks), PBP-B (stabilen kompleks acil-encim), B* (inaktiviran produkt z odprtim 
obročem), k1/-1/2/3 (hitrostne konstante)) 
Zaviranje encima spremeni strukturo in oslabi funkcijo bakterijske celične stene, kar 
povzroči celično smrt. Nekateri betalaktami, ki delujejo bolj specifično, imajo lahko tudi 
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dodatna tarčna mesta na PBP. Ceftarolin se na primer veže tudi na alosterično mesto encima 
PBP2a Staphylococcus aureus (4, 5). 
Betalaktamske spojine imajo lahko tudi druge biološke tarče; npr. betalaktamaze, druge 
serinske proteaze, humane levkotrienske elastaze, triptaze, trombin, kinaze in tako dalje (4). 
Tako lahko delujejo tudi kot antihiperglikemiki, imajo protitumorno, protivirusno, 
analgetično in protivnetno delovanje (8). 
1.2. Mehanizmi bakterijske odpornosti proti antibiotikom 
Velik izziv pri zdravljenju bakterijskih infekcij z antibiotiki predstavlja bakterijska 
odpornost nanje. Na sliki 3 so predstavljeni štirje osnovni mehanizmi bakterijske odpornosti 
na betalaktamske antibiotike: 
1. antibiotik ne pride do tarčnega encima, zaradi izločanja iz bakterijske celice preko 
efluksnih črpalk,  
2. njegov vstop v celico je preprečen, zaradi spremembe strukture ali zmanjšanja števila 
porinov v membrani,  
3. pojav alternativnih tarčnih mest ali sprememba strukture vezavnih mest na PBP, kar 
antibiotiku zmanjša afiniteto vezave in je najpomembnejši mehanizem bakterijske 
odpornosti pri grampozitivnih bakterijah in  
4. zadnji, najpogostejši in najpomembnejši mehanizem pri gramnegativnih bakterijah, 
tvorba betalaktamaz, encimov, ki hidrolizirajo in s tem inaktivirajo betalaktamski 
antibiotik (4, 7, 12, 10, 13). 
 
Slika 3: Mehanizmi bakterijske odpornosti 
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1.2.1. Betalaktamaze in strategije premostitve z betalaktamazami posredovane 
odpornosti bakterij na antibiotike 
 Danes poznamo skoraj 2 800 betalaktamaz. Njihov izvor sega milijone let nazaj in glede na 
podobnost aktivnega mesta, ki vključuje serin, sklepamo, da gre za »potomce« PBP, oziroma 
da imata oba encima skupnega prednika (10, 12). Razlog za njihov nastanek so najverjetneje 
v naravi prisotni betalaktami, proti katerim so bakterije na ta način pridobile odpornost. 
Porast novih oblik tega encima je posledica selekcijskega pritiska zaradi kombinacije v 
naravi prisotnih betalaktamov in klinične uporabe zdravil, ki vsebujejo betalaktamske 
spojine (12). Betalaktamaze lahko razdelimo na dva načina. Ambler jih glede na njihovo 
aminokislinsko zaporedje, razdeli na razrede od A do D. S starejšim Bush–Jacobyjevim 
sistemom jih uvrščamo v razrede od 1 do 4 glede na njihove substrate in zaviralce. Razred 
B betalaktamaz spada med metalo-betalaktamaze (ang.: Metallo-beta-lactamases, MBL), ki 
imajo v aktivnem mestu enega ali dva katalitsko aktivna Zn2+ iona. Razredi A, C in D spadajo 
med serinske betalaktamaze (ang.: Serine-beta-lactamases, SBL), ki so zaradi serina v 
aktivnem mestu sorodne PBP (7, 9, 10, 12, 13). Glede na to razdelitev ločimo dva glavna 
mehanizma delovanja betalaktamaz. SBL delujejo podobno kot PBP in se s serinom v 
aktivnem mestu vežejo na betalaktamski antibiotik, čemur sledi hidroliza do ponovno 
encimsko aktivnega SBL in z odprtjem obroča inaktiviran betalaktam. Opisana hidroliza v 
tem primeru poteče mnogo hitreje kot hidroliza acil–encimskega kompleksa med PBP in 
betalaktamskim antibiotikom. Bakterije so v obliki betalaktamaz tekom evolucije razvile 
mehanizme za pospešeno hidrolizo, medtem ko je ta v kompleksu med PBP in 
betalaktamskim antibiotikom prostorsko ovirana. Betalaktamaze razreda C vsebujejo 
funkcionalne skupine, ki v tolikšni meri spremenijo geometrijo kompleksa encim-substrat, 
da hidroliza ni več sterično ovirana. Pri betalaktamazah razreda A ima pomembno vlogo pri 
katalizi hidrolize Glu166, ki z nukleofilnim napadom karboksilata omogoči deaciliranje 
betalaktamov in njihovo deaktiviranje (11). MBL hidrolizo betalaktama katalizirajo s 
pomočjo enega ali dveh cinkovih ionov v aktivnem mestu (12, 13). Posebej zaskrbljujoče je 
dejstvo, da se genetski zapisi za betalaktamaze lahko na različne načine prenašajo med 
bakterijskimi vrstami preko horizontalnega prenosa (6, 10, 12). Najpogostejši način je 
prenos preko plazmidov (12). 
Za premostitev bakterijske rezistence z betalaktamazami sta danes v uporabi dve strategiji. 
Ena je razvoj in uporaba betalaktamov, ki so slabši substrati za več splošno razširjenih 
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betalaktamaz (4, 6, 7). Tako so zanimiv predmet preučevanja monociklični betalaktami, saj 
so v primerjavi z ostalimi betalaktamskimi antibiotiki hidrolitično bolj stabilni (14). Druga 
je kombinirana terapija z betalaktamskim antibiotikom in zaviralcem betalaktamaz (4, 6, 7, 
10). Večina zaviralcev betalaktamaz deluje proti najbolj razširjenim betalaktamazam iz 
skupine  A, vendar vedno več monocikličnih betalaktamov deluje zaviralno tudi na druge 
razrede teh encimov (4, 6). Delovanje temelji na tvorbi kovalentnega kompleksa encim-
zaviralec s serinom v aktivnem mestu (15). 
1.3. Monocilkični betalaktamski antibiotiki 
V magistrski nalogi se osredotočamo na sintezo monocikličnih betalaktamskih derivatov. 
Prvi poskusi sinteze monocikličnih betalaktamov s protimikrobnimi lastnostmi so bili 
objavljeni že leta 1973. Pred tem so poročali o aktivnosti nekaterih spojin na centralni živčni 
sitem, nekateri spiro derivati so delovali protivnetno, poročali so tudi o primeru 
protivirusnega delovanja 1-adamantil-2-azetidona (16). Začetni poskusi sinteze 
monocikličnih betalaktamov kot zaviralcev betalaktamaz so povzročili le šibko zaviranje teh 
encimov pri stafilokokih, vendar se je z ustreznimi strukturnimi modifikacijami spekter 
njihovega delovanja povečal, izboljšala se je tudi jakost delovanja (15). Glede na substitucijo 
lahko monociklične betalaktamske antibiotike razdelimo, kot je predstavljeno na Sliki 4. 
 
Slika 4: Razdelitev monocikličnih betalaktamskih antibiotikov glede na substitucijo (4) 
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1.3.1. Monobaktami 
Monobaktami, ki jih najdemo v naravi, so večinoma le malo aktivni proti gramnegativnim 
bakterijam in so relativno stabilni proti hidrolizi z betalaktamazami, kar je posledica 3α-
metoksi skupine. Slednja pri polsinteznih derivatih zmanjša kemijsko stabilnost in 
protibakterijsko aktivnost, zato je pogosto izpuščena. Biološka aktivnost monobaktamov je 
odvisna predvsem od kemijske reaktivnosti spojine zaradi substituentov na N1, C3 in C4 
mestih v obroču (4). Monobaktami so edina skupina betalaktamov, ki je odporna proti MBL 
(6). S tvorbo C3 in C4 premostenega sistema, lahko zavirajo tudi betalaktamaze razreda C 
(17). Aztreonam, katerega struktura je predstavljena na sliki 5, je trenutno edini monobaktam 
z dovoljenjem za uporabo v terapiji. Deluje proti gramnegativnim bakterijam in P. 
aeruginosa, ter je zaviralec več betalaktamaz. Odporen je proti razgradnji z MBL, vendar je 
vseeno dovzeten za razgradnjo z SBL (v kolikor izvzamemo določene predstavnike razreda 
A), ki se v bakterijskem sevu mnogokrat izražajo skupaj z MBL (4, 18, 19). Leta 2019 je v 
prvo stopnjo kliničnih testiranj prišel tudi LYS228, ki deluje na enterobakterije, vključno z 
odpornimi kliničnimi izolati, ki proizvajajo SBL in MBL. LYS228, katerega struktura je 
prikazana na sliki 5, deluje na PBP3 in je stabilen proti večini SBL in proti vsem MBL. 
Zdravilna učinkovina se je pri enkratni in ponavljajoči intravenski aplikaciji dokazala za 
varno in razen lokalne reakcije in flebitisa na mestu aplikacije, ni bilo opaziti drugih 
neželenih učinkov (18).  
 
Slika 5: Strukturi aztreonama in LYS228 
1.3.2. Monosulfaktami 
Ta skupina monocikličnih betalaktamskih antibiotikov ima na N1 položaju betalaktamskega 
obroča OSO3
- skupino. Nekateri monosulfaktami imajo širok spekter protibakterijskega 
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delovanja, učinkoviti so lahko tudi proti nekaterim grampozitivnim bakterijam in proti P. 
aeruginosi, občutljivi pa so na hidrolizo, katalizirano z betalaktamazami. Na sliki 6 je 
predstavljena struktura tigemonama, ki deluje na širši spekter gramnegativnih bakterij 
(Enterobakterije, Hemophilus influenzae in N. gonorrhoeae) in ima omejeno aktivnost proti 
Acinetobacter spp. in P. aeruginosa. V primerjavi z drugimi derivati je stabilnejši proti 
betalaktamazam. Odlikuje ga tudi dobra peroralna absorpcija. Podobno kot aztreonam je 
neaktiven proti grampozitivnim bakterijam in anaerobom (4, 20).   
     
Slika 6: Struktura tigemonama 
1.3.3. Monofosfami 
Monofosfami imajo na N1 mestu betalaktamskega obroča neposredno ali preko kisika 
vezano fosfor vsebujočo skupino. Imajo šibkejše protibakterijsko delovanje kot prej opisane 
skupine monocikličnih betalaktamov in niso aktivni proti grampozitivnim bakterijam (4). 
Navadno so stabilnejši proti betalaktamazam in so dobri zaviralci cefalosporinaz P99 
(betalaktamaze iz skupine C, katerih substrati so cefalosporini) (4, 13, 21).  
1.3.4. Monokarbami 
Pri monokarbamih je aktivirajoča skupina betalaktamske amidne vezi sulfamoilkarbamoil. 
Vsi monokarbami so stabilni proti betalaktamazam in visoko aktivni proti aerobnim 
gramnegativnim bakterijam, medtem ko so večinoma le šibko aktivni proti grampozitivnim 
bakterijam. Opažena je bila povečana aktivnost do Enterobacteriaceae spp., nekatere spojine 
so bile aktivne tudi proti sevom Pseudomonas (4). 
1.3.5. Nokardicini 
V nokardicinskem betalaktamskem obroču je napetost v primerjavi z ostalimi skupinami 
monocikličnih betalaktamov manjša, zmanjšana je tudi elektrofilnost. Ključno vlogo pri 
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njihovi reaktivnosti ima intramolekularna H –vez, ki stabilizira/destabilizira zaprt/odprt 
betalaktamski obroč in poveča reaktivnost nokardicina. Nokardicini so aktivni proti 
širokemu spektru gramnegativnih bakterij in odporni proti hidrolizi z betalaktamazami. 
Njihova aktivnost se s primerno substitucijo lahko razširi tudi na grampozitivne bakterije 
(4). V preglednici II so predstavljene strukture posameznih skupin nokardicinov z opisi 
njihovega delovanja. 
Preglednica II: Strukture predstavnikov posameznih skupin nokardicinov z opisom 
delovanja  
NOKARDICINI KLOROKARDICINI FORMADICINI 
 
  
Nokardicin A Klorokardicin Formadicin C 
Selektiven proti širokemu spektru 
gramnegativnih bakterij. Nima učinka 
na glive, plesni ali proti 
Staphylococcus, Mycobacterium (4, 
22). Ima nizko afiniteto do 
betalaktamaz in je zato hidrolitično 
stabilen (4). 
Podobna aktivnost kot pri nokardicinu 
A z razširjenim spektrom delovanja na 
grampozitivne bakterije (4). 
Najbolj aktiven izmed formadicinov. 
Ozek spekter delovanja 
(Pseudomonas, Proteus, Alcaligenes 
spp.). Visoko rezistenten proti 
številnim betalaktamazam iz vseh 4 
skupin (4, 23). 
 
1.3.6. N1-oksi substituirani monociklični betalaktami 
V tej skupini prevladuje oksi substitucija na N1 položaju betalaktamskega obroča (možna je 
tudi tio in aza substitucija) (4). Med kisikom in karboksilno skupino je za večjo stabilnost 
spojine dodana metilenska skupina, prav tako k večji betalaktamazni stabilnosti prispeva 
alkiliranje na C4 (4, 24). Karboksilna skupina omogoča zaestrenje antibiotika v 
predzdravilo, s čimer izboljšamo biološko uporabnost po peroralni aplikaciji. Večina 
oksamazinov je aktivnih proti širokemu spektru gramnegativnih bakterij, medtem ko so 
tiomazini neaktivni in azamazini le rahlo aktivni (4).  
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1.3.7. N1-sulfoniloksi substituirani monociklični betalaktami  
Ta skupina monocikličnih betalaktamskih antibiotikov vsebuje O-SO3 skupino na N1 mestu 
betalaktamskega obroča in deluje zaviralno na betalaktamaze iz skupine A. Po učinku so 
primerljivi s klavulonati in močnejši od sulbaktamov (4). 
1.3.8. N1-tio substituirani monociklični betalaktami 
N1-tio substituirani monociklični betalaktami so odporni na različne betalaktamaze in 
delujejo selektivno na vrste iz rodov Staphylococcus, Bacillus in Micrococcus. Selektivnost 
je posledica njihovega mehanizma delovanja, ki se razlikuje od mehanizma ostalih 
betalaktamskih antibiotikov (4, 25), saj se ne vežejo na PBP, ampak se z žveplom, vezanim 
na dušik betalaktamskega obroča, prenesejo in vežejo na bakterijski citosolni tiol CoA. Na 
ta način nastane alkil-CoA mešan disulfid, ki zavira β-ketoacil-ACP sintetazo 3, ki sodeluje 
pri biosintezi maščobnih kislin. Z zaviranjem encima je proces otežen, zato je sčasoma zavrta 
tudi celična rast. Zgoraj navedene bakterijske vrste, na katere delujejo te spojine, imajo 
veliko CoA, s čimer lahko pojasnimo specifičnost delovanja N1-tio substituiranih 
monocikličnih betalaktamov (4). 
1.3.9. N1-aza substituirani monociklični betalaktami 
Pri teh monocikličnih betalaktamih je na dušikov atom betalaktamskega obroča vezan še en 
dušik. S primerno substitucijo na C4, C3 in N1 betalaktamskega obroča lahko spreminjamo 
spekter delovanja na grampozitivne in gramnegativne bakterije in celo na glive. Pri tej 
skupini je zanimivo tudi to, da na N1 položaju za biološko aktivnost spojine ni nujen polaren 
elektronegativni center (4). 
1.3.10. N1-ogljikov hidrat substituirani monociklični betalaktami 
Pri tej skupini je N1 mesto betalaktamskega obroča glikozilirano. Z N1-ogljikov hidrat 
substituiranimi monocikličnimi betalaktami želimo izkoristiti bakterijske transportne 
sisteme za ogljikove hidrate, kar olajša prenos spojine v bakterijsko celico preko celične 
stene in membrane. Ker vezani sladkorji predstavljajo precejšno prostorsko oviro, trenutni 
predstavniki te skupine niso bili protibakterijsko učinkoviti. Opaženo je bilo le šibko 
delovanje proti B. subtilis in proti C. albicans (4). 
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1.3.11. N1-nesubstituirani monociklični betalaktamski antibiotiki in N1-
aromat/heterocikel substituirani monociklični betalaktami 
Čeprav pri N1 nesubstituiranih monocikličnih betalaktamih na N1 mestu ni 
elektronprivlačne skupine, so nekateri predstavniki aktivni proti številnim grampozitivnim 
in gramnegativnim bakterijam. Tako kot ime pove imajo N1-aromat/heterocikel substituirani 
monociklični betalaktami na N1 mestu betalaktamskega obroča pripet aromat ali heterocikel 
in delujejo proti grampozitivnim in gramnegativnim bakterijam (4). 
1.3.12. Monociklični betalaktami, konjugirani s siderofori 
Za izboljšanje prepustnosti bakterijske membrane za antibiotike in s tem zagotovitve 
zadostne koncentracije antibiotika na mestu delovanja, uporabljamo različne pristope. 
Mednje uvrščamo tudi uporabo principa trojanskega konja, kjer v našem primeru antibiotik 
konjugiramo s siderofori (14). Fe3+ ioni  so nujni za preživetje bakterije, zato imajo le te 
razvit učinkovit sistem za njihov privzem, ki temelji na Fe3+ specifičnih sideroforih. 
Bakterije svoje lastne siderofore izločijo na površino celice, kjer vežejo Fe3+ ione iz okolice, 
sledi prepoznavanje z membranskimi receptorji in prenos sideroforov s keliranimi Fe3+ ioni 
v notranjost celice. S prej omenjeno konjugacijo antibiotikov s siderofori skušamo izkoristiti 
opisan sistem. Najpogostejši siderofori, s katerimi konjugiramo antibiotik, so kateholati, 
hidroksamati in citrati (4). Konjugirani monobaktami so imeli v primerjavi z aztreonamom 
večjo aktivnost proti gramnegativnim bakterijam, delujejo tudi kot zaviralci betalaktamaz iz 
skupin A in D ter AmpC betalaktamaz (skupina C) (4). Na sliki 7 je predstavljena struktura 
BAL30072, ki je v fazi 1 kliničnih testiranj, kjer je bila pri testiranju s ponavljajočimi se 
odmerki na zdravih ljudeh opažena hepatotoksičnost (26). Njegov spekter delovanja je širši 
kot pri aztreonamu. BAL30072 je podvržen hidrolizi z betalaktamazami razširjenega spektra 
(ang.: Extended spectrum beta-lactamases, ESBL), z betalaktamazami iz skupine B in 
karbapenemazami (betalaktamaze katerih substrati so karbapenemi), vendar je bil uspešen v 
kombinaciji z zaviralci betalaktamaz in meropenemom. Dobro sinergistično delovanje je 
bilo opaženo tudi v kombinaciji s karbapenemi, zlasti proti P. aeruginosa in 
enterobakterijam (4, 5).  
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Slika 7: Struktura BAL30072 
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2. Namen in načrt dela  
Kot smo že omenili, je bakterijska odpornost na antibiotike postala resen problem, ki 
omejuje možnosti in uspešnost zdravljenja bakterijskih infekcij. Ključnega pomena je 
odkrivanje novih protimikrobnih učinkovin ali pristopov, s katerimi se izognemo bakterijski 
odpornosti na antibiotike. Najbolj razširjen mehanizem odpornosti je hidroliza 
betalaktamskega antibiotika z betalaktamazami. To lahko premostimo z uporabo 
antibiotikov, ki so slabši substrati za betalaktamaze, ali s kombinirano terapijo z 
betalaktamskim antibiotikom in betalaktamaznim zaviralcem. Monociklični betalaktami so 
slabši substrati za betalaktamaze in so v nekaterih primerih delovali tudi kot njihovi 
zaviralci. Zato bomo v naši magistrski nalogi poskusili sintetizirati derivate, ki bi lahko 
delovali kot zaviralci betalaktamaz.   
Osredotočili se bomo na načrtovanje in sintezo substituiranih 2-oksoazetidin-1-il-sulfonatov 
s  substitucijo na C4 mestu betalaktamskega obroča. Kot substituente bomo uporabili spojine 
s tiolno skupino. Pred kratkim je namreč nekaj spojin, ki so v svoji strukturi vsebovale žveplo 
(derivati L-aminokislin, analogi kaptoprila, tetrahidropirimidin-2-tioni in N-sulfoniloksi 
betalaktami) delovalo zaviralno na betalaktamaze (10). Ugodna je bila tudi dobro izstopajoča 
sulfoniloksi skupina N-sulfoniloksi betalaktamov, ki domnevno prispeva k zaviralnemu 
učinku na betalaktamaze razreda A (10). 
Najprej bomo z oksidativno ciklizacijo β, γ-nenasičenega O-acil hidroksamata sintetizirali 
osnovni betalaktamski obroč (predstavljen na sliki 8), nakar bomo na C4 mesto obročnega 
sistema vezali ustrezen žveplov substituent (njihove strukture so predstavljene v preglednici 
III) in tosilno skupino na 1N-OH skupino. Osnovna struktura ciljnega produkta sinteze, C4 
substituiran 2-oksoazetidin-1-il 4-metilbenzensulfonat je predstavljena na sliki 8. 
Tekom sinteze bomo za doseganje ustrezne stabilnosti in lastnosti produktov vmesnih 
stopenj večkrat zamenjali zaščitne skupine na 1N-OH skupini. Da bomo dosegli ustrezno 
kislost NH skupine za reakcijo halolaktamizacije, bomo kot zaščitno skupino najprej vezali 
benzil kloroformat. Nato bomo za ustrezno stabilnost C4 substituiranih produktov, benzil 
karbamatno zaščito zamenjali z alilno.   
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Slika 8: Struktura osnovnega betalaktamskega obroča na katerega pripenjamo žveplov 
substituent (levo) in osnovna struktura ciljnega produkta sinteze, C4 substituiran 2-
oksoazetidin-1-il 4-metilbenzensulfonat (desno) 
Preglednica III: C4 substituenti, ki jih uvajamo na betalaktamski obroč  
 
Z našim delom želimo prispevati k boljšemu razumevanju vloge različnih substituentov pri 
aktivnosti monocikličnih betalaktamov na betalaktamaze. Želimo sintetizirati produkt, ki bi 
se ustrezno prilegal v aktivno mesto betalaktamaz in povzročil ireverzibilno zaviranje 
encima. Na daljši rok želimo tako prispevati k razvoju spojin z optimalnimi antibiotičnimi 
lastnostmi in s sposobnostjo zaviranja delovanja betalaktamaz.  
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3. Materiali in metode 
3.1. Materiali in oprema 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali kemikalije in topila sledečih proizvajalcev: 
Sigma Aldrich, Tokyo chemical industry (TCI), Kemika, Merck, Alkaloid, Acros, 
Maybridge. Kemikalije smo uporabili brez predhodnega čiščenja, razen priprave 
brezvodnega tetrahidrofurana, ki je opisana spodaj.  
Uporabljali smo standardno laboratorijsko opremo: Rotavaporja Büchi Rotavapor R-205 s 
črpalko Büchi Vac ® V-500 in Büchi Rotavapor R-114 s črpalko Vacuubrand PC 3001, 
tehtnico Kern EG220-3NM, analizno tehtnico Mettler Toledo AG245, UV detektor 
CAMAG UV-cabinet II (λ = 254 nm / 366 nm), magnetna mešala o IKA ® RCT basic 
IKAMAG in steklovino različnih proizvajalcev. 
3.2. Metode 
3.2.1. Priprava brezvodnega tetrahidrofurana (THF) 
Pri reakcijah pri brezvodnih pogojih smo uporabljali brezvodni THF, ki smo ga pripravili 
sami z destilacijo iz benzofenon–ketil–natrijevega sistema. V posodi, povezani z 
destilacijsko napravo, smo komercialno dostopnemu THF dodali benzofenon in na koščke 
narezan elementarni natrij, da se je zmes obarvala intenzivno modro. Zmes smo segrevali 2 
uri pri temperaturi vrenja, nato smo destilirali brezvodni THF. Destilat smo zbirali v 
erlenmajerico z aktiviranimi molekulskimi siti z velikostjo por 0,4 nm. Erlenmajerico smo 
nato zaprli s septumom in hranili v temnem prostoru, v argonovi atmosferi. THF smo po 
potrebi odvzemali s čisto in prežarjeno kovinsko iglo in stekleno brizgo ter v določenih 
primerih, večje količine, z merilnim valjem. 
3.2.2. Kromatografske metode 
3.2.2.1. Tankoplastna kromatografija (TLC) 
Pri spremljanju poteka reakcij, iskanju primerne mobilne faze za gravitacijsko »flash« 
kolonsko kromatografijo in pri določevanju frakcij, v katerih se po kolonski kromatografiji 
nahaja spojina, ki jo želimo izolirati, smo uporabili tankoplastno kromatografijo (ang.: Thin 
layer chromatography, TLC). Uporabili smo TLC plošče proizvajalca Merck (silikagel na 
aluminiju, 60 F254, 0,25 mm). Za detekcijo spojin smo uporabili ultravijolično svetlobo 
valovne dolžine 254 nm (prikazano na sliki 9). TLC plošče smo oroševali z ninhidrinom ali 
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železovim trikloridom. Kot mobilno fazo smo uporabili zmes različnih organskih topil 
(etilacetat (EtOAc), acetonitril (AcCN), heksan (hex)) v ustreznih razmerjih. 
 
Slika 9: Opazovanje TLC ploščice pod UV svetlobo valovne dolžine 254 nm 
3.2.2.2. Gravitacijska »flash« kolonska kromatografija 
Za čiščenje vmesnih in končnih produktov smo izvajali kolonsko kromatografijo. Za 
stacionarno fazo smo uporabili silikagel 60 proizvajalca Merck, z velikostjo delcev od 0,04 
do 0,063 nm. Kot mobilno fazo smo uporabili mešanico organskih topil v ustreznih 
razmerjih. Glede na maso vzorca smo izbrali kolono primerne velikosti. Potek kolonske 
kromatografije smo spremljali s TLC. Razvite ploščice smo opazovali pod ultravijolično 
svetlobo valovne dolžine 254 nm in jih oroševali z ninhidrinom. Pripravljena kolona na 
kateri čistimo produkt je prikazana na sliki 10. 
 
Slika 10: Gravitacijska »flash« kolonska kromatografija 
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3.2.3. Spektroskopske metode 
Za potrditev oziroma določitev strukture čistih, izoliranih produktov smo uporabili sledeče 
spektroskopske metode: meritve masne spektrometrije visoke ločljivosti (ang.: High 
resolution mass spectrometry, HRMS), meritve masne spektrometrije (ang.: Mass 
spectrometry, MS), meritve jedrne magnetne resonance (ang.: Nuclear magnetic resonance, 
NMR) (1H in 13C) in IR (ang.: Infrared) spektrometrične meritve. 
3.2.3.1. Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
 NMR meritve smo izvedli na napravi Bruker ADVANCE III 400 pri 400 MHz, kot topilo 
smo uporabili devteriran kloroform (CDCl3) ali devteriran dimetilsulfoksid (DMSO). Kot 
interni standard smo uporabili tetrametilsilan (TMS). Pridobljene 1H in 13C spektre smo 
obdelali s programom MestReNova proizvajalca Mestrelab Research.  
3.2.3.2. Masna spektrometrija (MS) 
Analize masne spektrometrije smo opravili na masnem spektrometru Advion expression 
CMLS, oziroma na masnem spektrometru visoke ločljivosti ExactiveTM Plus Orbitrap Mass 
Spectometer s tehniko ionizacije z razprševanjem v električnem polju (ang.: Electrospray 
ionisation, ESI). 
3.2.3.3. Infrardeča spektrometrija (IR) 
 IR spektre smo posneli na spektrometru PerkinElmer Spectrum BX System FT-IR. 
Uporabili smo ATR (oslabljena popolna odbojnost, ang: Attenuated total reflectance) 
tehniko snemanja. 
3.2.4. Določanje talilnega intervala 
Za čiste, izolirane, trdne spojine smo določili tudi temperaturo tališča. Interval smo določili 
na Kofflerjevem mikroskopu Leica z ogrevalno mizico. Temperaturni intervali niso 
korigirani. 
3.2.5. Računalniški programi 
Za risanje struktur, izračun molekulskih mas, napovedovanje 1H in 13C spektrov ter risanje 
reakcijskih shem smo uporabljali program ChemBioDraw Ultra 17.0, proizvajalca 
PerkinElmer.   
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4. Eksperimentalno delo 
4.1. Splošni postopki 
4.1.1. Delo v argonovi atmosferi 
Čisto, posušeno bučko, opremljeno z magnetnim mešalom, smo zaprli s septumom in 
prepihali z argonom. Prepihovali smo tako, da smo septum prebodli z dvema iglama, z iglo 
z balončkom argona, s katero smo argon uvajali v bučko in s prosto iglo preko katere je plin 
izhajal iz bučke. Trdne reagente smo dodajali, tako da smo septum odstranili, tekoče pa s 
pomočjo steklene brizge in kovinske igle, s katero smo prebodli septum, oziroma z merilnim 
valjem, tako da smo septum odstranili za čim krajši čas. Po vsaki odstranitvi septuma, smo 
bučko znova prepihali z argonom, na zgoraj opisan način. Po prepihovanju smo iglo za 
odvajanje plinov odstranili in pustili iglo za argon.  
4.1.2. Katalitsko hidrogeniranje pri atmosferskem tlaku 
Pri delu smo uporabili trogrlo bučko, opremljeno z magnetnim mešalom in septumi. 
Reakcijo smo izvedli v argonovi atmosferi in kot katalizator uporabili paladij na ogljiku 
(Pd/C). V reakcijsko zmes z reagentom in katalizatorjem smo uvajali vodik, tako da smo z 
iglo, opremljeno z balonom vodika, prebodli septum, da je igla segla pod gladino reakcijske 
zmesi. Septum smo prebodli še s prosto iglo. Med uvajanjem vodika smo bili pozorni na to, 
da so iz reakcijske zmesi ves čas izhajali mehurčki. Po končani reakciji smo zmes prepihali 
z argonom (balonček vodika smo nadomestili z balončkom argona) in jo filtrirali na guču. 
Matičnici smo nazadnje pod znižanim tlakom uparili topilo. 
4.2. Sinteza substituiranih 2-oksoazetidin-1-il-sulfonatov 
Sinteze smo se lotili po shemi, predstavljeni na sliki 11. Najprej smo sintetizirali kislinski 
klorid (1), ki smo ga pretvorili v hidroksamsko kislino (2). Nato smo na -NHOH uvedli 
zaščitno skupino (3). Sledila je halolaktamizacija (4) in odstranjevanje zaščite s katalitskim 
hidrogeniranjem (5). Na -NHOH smo vezali novo zaščitno skupino (6), nakar smo se lotili 
C4 substitucije (7). Nazadnje smo odstranili alilno zaščito (8) in na njeno mesto uvedli 
tosilno skupino (9). 
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Slika 11: Shema poteka sinteze substituiranih 2-oksoazetidin-1-il-sulfonatov 
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4.2.1. Sinteza but-3-enoil klorida (1) 
 
Slika 12: Sinteza but-3-enoil klorida (1) 
V čisto in suho bučko, opremljeno s klor-kalcijevo cevko, s katero smo ohranjali brezvodne 
pogoje, smo natehtali 3-butenojsko kislino (2,52 g, 2,49 mL, 28,4 mmol). Reagent smo v 
digestoriju, ob stalnem mešanju z magnetni mešalom, na ledeni kopeli ohladili na 0°C. Nato 
smo dodali oksalilklorid (3,96 g, 2,68 mL, 31,2 mmol). Reakcijska zmes je postala motna in 
se obarvala rumeno. Reakcijo smo pustili potekati 48 ur, tako da smo jo sprva pustili na ledu, 
nakar se je led stopil in je reakcija do izteka 48 ur potekala pri sobni temperaturi. Na koncu 
smo dobili brezbarvno suspenzijo. Tako aktivirano 3-butenojsko kislino (but-3-enoil klorid 
(1)), smo brez predhodnega čiščenja uporabili v naslednji rekcijski stopnji. Reakcijska 
shema sinteze but-3-enoil klorida (1) je predstavljena na sliki 12. 
4.2.2. Sinteza N-hidroksibut-3-enamida (2) 
 
Slika 13: Sinteza N-hidroksibut-3-enamida (2) 
Najprej smo pripravili raztopini kalijevega hidroksida (5,08 g, 90,5 mmol) v metanolu 
(25 mL) in raztopino hidroksilamonijevega klorida (2,06 g, 29,6 mmol) v metanolu (20 mL) 
ob stalnem mešanju z magnetnim mešalom pri sobni temperaturi in ju nato ohladili na 0°C. 
Nato smo raztopino kalijevega hidroksida prelili v bučko z raztopino hidroksilamonijevega 
klorida. Pri tem je nastala gosta, bela oborina, ki smo jo še nadaljnjih 10 minut mešali na 
ledeni kopeli. Nato smo reakcijski zmesi, ob stalnem mešanju na ledeni kopeli, po kapljicah 
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dodali spojino 1 in na ledu mešali še 20 minut. Pri tem je nastala suspenzija rjave barve. 
Potek reakcije smo spremljali s TLC, za mobilno fazo smo uporabili zmes AcCN : hex = 3:1 
in železov triklorid kot orositveni reagent. Nato smo zmes segreli na sobno temperaturo in 
odfiltirali oborino s pomočjo vodne črpalke. Oborino smo zavrgli in matičnici pod znižanim 
tlakom odparili topilo. Dobili smo spojino 2, ki je viskozna tekočina oranžne barve. Surovi 
produkt smo brez nadaljnjega čiščenja uporabili v naslednji stopnji. Reakcijska shema 
sinteze N-hidroksibut-3-enamida (2) je predstavljena na sliki 13. 
4.2.3. Sinteza N-(((benziloksi)karbonil)oksi)but-3-enamida (3)  
 
Slika 14: Sinteza N-(((benziloksi)karbonil)oksi)but-3-enamida (3) 
V bučko s spojino 2 smo dodali magnetno mešalo, bučko zaprli s septumom in prepihali z 
argonom. Nato smo z merilnim valjem dodali 50 mL brezvodnega THF. Spojina 2 se v 
brezvodnem THF ni popolnoma raztopila. Po približno 20 minutah mešanja smo reakcijski 
zmesi s stekleno brizgo in kovinsko iglo, ki smo ju predhodno očistili z acetonom in prežarili 
z grelno pištolo, dodali piridin (2,4 mL, 29,8 mmol). Mešali smo 15 minut in nato ohladili 
na ledeni kopeli na 0°C. Tako ohlajeni raztopini smo s stekleno brizgo in kovinsko iglo, ki 
smo ju predhodno očistili z acetonom in prežarili z grelno pištolo, ob stalnem mešanju na 
ledeni kopeli, po kapljicah dodali benzil kloroformat (CbzCl) (4,4 mL, 29,8 mmol). Pri tem 
je nastala bela oborina. Po dodatku smo reakcijsko zmes mešali 1,5 ure na ledeni kopeli in 
nato 1 uro na sobni temperaturi. Potek reakcije smo spremljali s TLC, kot mobilno fazo smo 
uporabili zmes  AcCN : hex = 1 : 3 in železov triklorid kot orositveni reagent, oziroma zmes 
EtOAc : hex = 1 : 2 in ninhidrin kot orositveni reagent. Pod znižanim tlakom smo odparili 
topilo do tretjine začetnega volumna, nato vsebino bučke z 200 mL EtOAc prenesli v lij 
ločnik in dvakrat spirali s 150 mL vode, nato trikrat s 120 mL 0,1 M klorovodikove kisline 
in dvakrat s 100 mL solnice. Organsko fazo smo 1 uro sušili nad sušilnim sredstvom 
(Na2SO4), sušilno sredstvo smo nato odfiltrirali in pod znižanim tlakom odparili topilo. Suh 
produkt je vseboval nečistoče, zato smo ga očistili z gravitacijsko oziroma »flash« kolonsko 
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kromatografijo. Kot mobilno fazo smo uporabili zmes hex : EtOAc = 2 : 1. Čista spojina 3 
je kristalna snov bledorumenkaste barve. Izkoristki tretje stopnje po koloni, s predpostavko 
100 % izkoristkov reakcij prve in druge stopnje so zavzeli vrednosti do 13 %. Reakcijska 
shema sinteze N-(((benziloksi)karbonil)oksi)but-3-enamida (3) je predstavljena na sliki 14. 
TLC (EtOAc : hex = 1 : 2); Rf = 0,25.  
Temperatura tališča = (64,7 – 68,4)°C.  
1H NMR (CDCl3, 400 MHz); δ 8.85 (s, 1H, -NH-), 7.36 – 7.40 (m, 5H, -Ph),  5.91 (ddt, 1H, 
J = 17.2, 10.3, 7.0 Hz, CH2CHCH2-), 5.18 – 5.34 (m, 4H, CH2CH- in -OCH2-),  3.08 (d, 2H, 
J = 6.9 Hz, -COCH2-) ppm.  
13C NMR (CDCl3, 400 MHz); δ 168.96 (-CONH-), 154.48 (-CO-), 133.97 (CH2CH-), 
129.18 (Ph), 129.05 (Ph), 128.74 (Ph), 128.59 (Ph), 127.71 (Ph), 127.04 (Ph), 120.58 (CH2-
), 71.67 (-OCH2-), 38.15 (-COCH2-) ppm.  
IR (ATR); ν 3162, 2986, 1792, 1689, 1660, 1640, 1521, 1462, 1437, 1382, 1216, 1115, 
1064, 989, 955, 930, 892, 836, 794, 763, 746, 699, 670, 578 cm-1.  
HRMS (ESI+) za C12H13NO4; izračunan 235,0845, izmerjen 236,0913 ([MH]+).  
4.2.4. Sinteza benzil (2-(bromometil)-4-oksoazetidin-1-il) karbonata (4) 
 
Slika 15: Sinteza benzil (2-(bromometil)-4-oksoazetidin-1-il) karbonata (4) 
Čisto spojino 3 (502 mg, 2,13 mmol) smo pri sobni temperaturi raztopili v AcCN (42,7 mL). 
Raztopini smo ob stalnem mešanju z magnetnim mešalom dodali kalijev karbonat (310 mg, 
2,24 mmol). Po natanko 5 minutah smo dodali 2,25 mL vode in mešali 5 minut. Nato smo 
po kapljicah dodajali raztopino broma, ki smo jo pripravili iz 120 µL broma (2,35 mmol) in 
2,25 mL AcCN. Po dodatku smo reakcijsko zmes mešali še 1 minuto in nadaljevali z 
ekstrakcijo. Reakcijsko zmes smo z 32 mL EtOAc prenesli v lij ločnik in najprej spirali s 
Magistrska naloga  Eva Prašnikar 
23 
 
30 mL vode, nato dvakrat s 30 mL 5 % natrijevega sulfita (pri tem se je organska faza 
razbarvala) in dvakrat s 30 mL solnice. Organsko fazo smo nato 1 uro sušili nad sušilnim 
sredstvom (Na2SO4), sušilno sredstvo smo odfiltrirali in filtratu pod znižanim tlakom 
odparili topilo. Suh produkt je vseboval nečistoče, zato smo ga očistili z gravitacijsko 
oziroma »flash« kolonsko kromatografijo. Za mobilno fazo smo vzeli zmes topil hex : 
EtOAc = 3 : 1. Čista spojina 4 je kristalna snov, bele barve. Izkoristki reakcije po koloni so 
zavzeli vrednosti do 52 %. Reakcijska shema sinteze benzil (2-(bromometil)-4-oksoazetidin-
1-il) karbonata (4) je predstavljena na sliki 15. 
TLC (EtOAc : hex = 1 : 2); Rf = 0,40.  
Temperatura tališča = (49,4 – 53,9)°C.  
1H NMR (CDCl3, 400 MHz); δ 7.33 – 7.44 (m, 5H, -Ph), 5.27 (s, 2H, -OCH2-), 4.36 (ddd, 
1H, J = 12.0, 5.6, 2.8 Hz, -NCH-), 3.66 (dd, 1H, J = 10.9, 5.2 Hz, BrCH2-), 3.52 (dd, 1H, J 
= 10.9, 6.6 Hz, BrCH2- ), 3.10 (dd, 1H, J = 14.2, 5.8 Hz, -COCH2-),  2.74 (dd, 1H, J = 14.2, 
2.8 Hz, -COCH2-) ppm.  
13C NMR (CDCl3, 400 MHz); δ 162.81 (-CON-), 153.48 (-OCOO-), 133.62 (Ph), 129.23 
(Ph), 128.78 (Ph), 128.59 (Ph), 127.69 (Ph), 127.02 (Ph), 72.10 (-OCH2-), 58.32 (-NCH-), 
38.63 (-COCH2-), 31.06 (BrCH2-) ppm.  
IR (ATR); ν 3033, 1796, 1773, 1497, 1459, 1381, 1362, 1202, 1081, 1048, 1015, 952, 915, 
837, 809, 761, 732, 697, 649, 577, 565 cm-1.  
HRMS (ESI+) za C12H12BrNO4; izračunan 312,9950, izmerjen 314,0019 ([MH+]).  
4.2.5. Sinteza 4-(bromometil)-1-hidroksiazetidin-2-ona (5) 
 
Slika 16: Sinteza 4-(bromometil)-1-hidroksiazetidin-2-ona (5) 
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Sledili smo splošnemu postopku za katalitsko hidrogeniranje pri atmosferskem tlaku. Pri tem 
smo porabili 355 mg (1,13 mmol) spojine 4, ki smo jo raztopili v 20 mL metanola in 51 mg 
(0,48 mmol) paladija na ogljiku. Reakcija je potekala 3 ure, spremljali smo jo s TLC 
(mobilna faza: EtOAc, orositveni reagent: ninhidrin). Matičnici smo na koncu pod znižanim 
tlakom uparili metanol. Produkt je oranžna tekočina, ki smo jo brez predhodnega čiščenja 
uporabili v naslednji stopnji. Reakcijska shema sinteze 4-(bromometil)-1-hidroksiazetidin-
2-ona (5) je predstavljena na sliki 16. 
4.2.6. Sinteza 1-(aliloksi)-4-(bromometil)azetidin-2-ona (6) 
 
Slika 17: Sinteza 1-(aliloksi)-4-(bromometil)azetidin-2-ona (6) 
Spojino 5 (393 mg, 2,18 mmol) smo skupaj s kalijevim karbonatom (604 mg, 4,37 mmol) 
raztopili v 20 mL AcCN, nato smo dodali alilbromid (246 µL, 2,84 mmol) in reakcijo v 
argonovi atmosferi pustili na sobni temperaturi od 12 do 36 ur. Potek smo spremljali s TLC 
(mobilna faza: EtOAc, orositveni reagent: ninhidrin), nato smo produkt ekstrahirali. 
Reakcijsko zmes smo s 40 mL vode prenesli v lij ločnik in vodno fazo najprej spirali s 50 mL 
dietiletra in nato še dvakrat s 30 mL dietiletra. Združene organske faze smo spirali s 30 mL 
solnice in organsko fazo še 1 uro sušili s sušilnim sredstvom (Na2SO4). Sušilno sredstvo smo 
nato odfiltrirali in matičnici pod znižanim tlakom odparili topilo. Skupni izkoristki reakcij 
hidrogeniranja in alilacije so zavzeli vrednosti do 69 %. Produkt je oranžna tekočina. Glede 
na 1H NMR spekter je bil produkt 6 čista spojina, zato smo ga brez dodatnega čiščenja 
uporabili v naslednji stopnji. Reakcijska shema sinteze 1-(aliloksi)-4-(bromometil)azetidin-
2-ona (6) je predstavljena na sliki 17. (Signale 1H NMR spektra spojine 6 za kemijska 
premika pri 6.01 ppm (ddt) in 4.10 ppm (dddd)) lahko vidite v prilogi.) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3); δ 6.01 (ddt, 1H, J = 16.8, 10.3, 6.5 Hz, CH2CHCH2-), 5.45 – 
5.32 (m, 2H, CH2CH-), 4.54 – 4.39 (m, 2H, -OCH2-), 4.10 (dddd, 1H, J = 6.5, 5.4, 4.2, 2.5 
Hz, -NCH-), 3.66 (dd, 1H, J = 11.0, 4.2 Hz, BrCH2-), 3.52 (dd, 1H, J = 11.0, 6.2 Hz, BrCH2- 
), 2.91 – 2.82 (m, 1H, -COCH2-), 2.60 (dd, 1H,  J = 14.0, 2.5 Hz, -COCH2-) ppm.  
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13C NMR (CDCl3, 400 MHz); δ 163.85 (-CO-), 132.14 (CH2CH-), 121.22 (CH2-), 77.63 (-
OCH2-), 57.11 (-NCH-), 37.75 (-COCH2-), 31.85 (BrCH2-) ppm.  
IR (ATR); ν 2958, 1768, 1673, 1421, 1343, 1226, 1189, 1045, 970, 939, 906, 831, 799, 764, 
741, 688, 653, 560 cm-1.  
HRMS (ESI+) za C7H10BrNO2; izračunan 218,9895, izmerjen 219,9964 ([MH]+). 
4.2.7. Uvedba substituenta na C4 mesto 
Spojino 7 smo pri sobni temperaturi in v argonovi atmosferi raztopili v brezvodnem AcCN. 
Reakcijski zmesi smo nato dodali 2 ekvivalenta kalijevega karbonata (K2CO3) in 2 
ekvivalenta ustreznega substituenta. Reakcijo smo pri sobni temperaturi in v argonovi 
atmosferi pustili mešati čez noč. Nato smo pričeli z ekstrakcijo ustrezno C4 substituiranega 
produkta. Reakcijsko zmes smo s 30 mL dietiletra prenesli v lij ločnik in spirali z 20 mL 
vode. Nato smo vodno fazo še dvakrat spirali s 30 mL dietiletra. Združene organske faze 
smo sušili z brezvodnim natrijevim sulfatom (Na2SO4), nato smo natrijev sulfat odfiltrirali 
in filtratu pod znižanim tlakom odpareli topilo. Suh produkt smo nato očistili z gravitacijsko 
oziroma »flash« kolonsko kromatografijo.  
4.2.7.1. Sinteza 1-(aliloksi)-4-((tiazol-2-iltio)metil)azetidin-2-ona (7a) 
 
Slika 18: Sinteza 1-(aliloksi)-4-((tiazol-2-iltio)metil)azetidin-2-ona (7a) 
Sledili smo postopku za uvedbo substituenta na mesto C4. Pri tem smo uporabili 146 mg 
spojine 6 (0,663 mmol), 183 mg kalijevega karbonata (1,33 mmol) in 156 mg 
2-merkaptotiazola (1,33 mmol). Potek reakcije smo spremljali s TLC, za mobilno fazo smo 
uporabili zmes topil EtOAc : hex = 1 : 1 in ninhidrin kot orositveni reagent. Pri kolonskem 
čiščenju smo za mobilno fazo uporabili zmes topil EtOAc : hex = 5 : 8. Izkoristek reakcije 
po koloni je bil 43 %. Čista spojina 7a je brezbarvna tekočina, ki smo jo uporabili v naslednji 
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reakcijski stopnji. Reakcijska shema sinteze 1-(aliloksi)-4-((tiazol-2-iltio)metil)azetidin-2-
ona (7a) je predstavljena na sliki 18. 
TLC (EtOAc : hex = 1 : 1); Rf = 0,37, (EtOAc : hex = 5 : 8); Rf = 0,29.  
1H NMR (400 MHz, CDCl3); δ 7.67 (d, 1H, J = 3.4 Hz, -SCH- ali -NCH- ), 7.25 (d, 1H, J 
= 3.4 Hz, , -SCH- ali -NCH-  ), 6.02 (ddt, 1H, J = 16.8, 10.3, 6.5 Hz, CH2CHCH2-), 5.43 – 
5.29 (m, 2H, CH2CH-), 4.55 – 4.38 (m, 2H, -OCH2-), 4.22 (tdd, 1H, J = 7.2, 5.1, 2.5 Hz, -
NCH=), 3.72 (dd, 1H, J = 14.0, 4.8 Hz, -SCH2-), 3.45 (dd, 1H, J = 14.0, 6.8 Hz, -COCH2-), 
2.86 (dd, 1H, J = 14.0, 5.3 Hz, -SCH2-), 2.55 (dd, 1H, J = 14.1, 2.5 Hz, -COCH2-) ppm.  
13C NMR (CDCl3, 400 MHz); δ 164.42 (-CO-), 162.93 (-SCN-), 142.65 (-NCH-), 132.25 
(-CH2CH-), 121.14 (-SCH-), 119.64 (-CH2CH-), 77.43 (-NOCH2-), 56.49 (-ONCH-), 37.68 
(-COCH2-), 35.59 (-SCH2-) ppm.  
IR (ATR); ν 3082, 2933, 1767, 1654, 1513, 1478, 1415, 1388, 1349, 1305, 1244, 1155, 
1043, 1024, 982, 937, 825, 731, 599, 574 cm-1.  
HRMS (ESI+) za C10H12N2O2S2; izračunan 256,0340, izmerjen 257,0408 ([MH]+).  
ESI - MS za C10H12N2O2S2; izračunan 256,4, izmerjen 257,0 ([MH]+), 278,9([MNa]+).  
4.2.7.2. Sinteza 1-(aliloksi)-4-(((1-metil-1H-imidazol-2-il)tio)metil)azetidin-2-ona (7b) 
 
Slika 19: Sinteza 1-(aliloksi)-4-(((1-metil-1H-imidazol-2-il)tio)metil)azetidin-2-ona (7b) 
Sledili smo postopku za uvedbo substituenta na mesto C4. Pri tem smo uporabili 180 mg 
spojine 6 (0,82 mmol), 226 mg kalijevega karbonata (1,64 mmol) in 187 mg 
2-merkapto-1-metil-imidazola (1,64 mmol). Potek reakcije smo preverjali s TLC, za 
mobilno fazo smo uporabili EtOAc in ninhidrin kot orositveni reagent. Pri kolonskem 
čiščenju smo za mobilno fazo uporabili zmes topil EtOAc : hex = 7 : 1. Izkoristek reakcije 
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po koloni je bil 33 %. Spojina 7b je brezbarvna tekočina, ki smo jo uporabili v naslednji 
reakcijski stopnji.  Reakcijska shema sinteze 1-(aliloksi)-4-(((1-metil-1H-imidazol-2-
il)tio)metil)azetidin-2-ona (7b) je predstavljena na sliki 19. 
TLC (EtOAc); Rf = 0,29, (EtOAc : hex = 7 : 1); Rf = 0,24.  
1H NMR (400 MHz, CDCl3); δ 7.05 (d, 1H, J = 1.3 Hz, -NCH3CH-), 6.94 (d, 1H, J = 1.2 
Hz, -CNCH-), 5.99 (ddt, 1H, J = 16.8, 10.3, 6.4 Hz, -OCH2CH-), 5.45 – 5.26 (m, 2H, 
CH2CH-), 4.50 – 4.36 (m, 2H, -NOCH2-), 4.23 – 4.09 (m, 1H, -NCHCH2-), 3.63 (s, 3H, -
NCH3), 3.53 (dd, 1H, J = 14.0, 4.5 Hz, -SCH2-), 3.32 (dd, 1H, J = 14.0, 6.5 Hz, -COCH2-), 
2.79 (dd, 1H, J = 14.0, 5.3 Hz, -SCH2-), 2.43 (dd, 1H, J = 14.0, 2.4 Hz, -COCH2-) ppm.  
13C NMR (CDCl3, 400 MHz); δ 164.44 (-CO-), 140.39 (-SCN2-), 132.24 (CH2CHCH2-), 
129.44 (-CNCH-), 122.57 (-CN(CH3)CH-), 120.95 (CH2CHCH2-), 77.23 (-NOCH2-), 56.65 
(-CONCH-), 37.33 (-COCH2-), 35.57 (-SCH2-), 33.25 (-NCH3)  ppm.  
IR (ATR); ν 2932, 1762, 1511, 1458, 1415, 1350, 1279, 1207, 1124, 1043, 939, 824, 741, 
687, 572 cm-1.  
HRMS (ESI+) za C11H15N3O2S; izračunan 253,0885, izmerjen 254,0954 ([MH]+).  
ESI - MS za C11H15N3O2S; izračunan 253,3, izmerjen 253,9 ([MH]+), 275,9 ([MNa]+), 
291,9 ([MK]+), 528,8 ([2MNa]+).  
4.2.7.3. Sinteza 4-(((1H-1,2,4-triazol-3-il)tio)metil)-1-(aliloksi)azetidin-2-ona (7c) 
 
Slika 20: Sinteza 4-(((1H-1,2,4-triazol-3-il)tio)metil)-1-(aliloksi)azetidin-2-ona (7c) 
Sledili smo postopku za uvedbo substituenta na mesto C4. Pri tem smo uporabili 143 mg 
spojine 6 (0,650 mmol), 180 mg kalijevega karbonata (1,30 mmol) in 131 mg 1H-1,2,4-
triazol-3-tiola (1,30 mmol). Potek reakcije smo preverjali s TLC, za mobilno fazo smo 
uporabili EtOAc in ninhidrin kot orositveni reagent. Pri kolonskem čiščenju smo za mobilno 
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fazo uporabili zmes topil EtOAc : hex = 7 : 1. Izkoristek reakcije po koloni je bil 6 %. Spojina 
7c je brezbarvna tekočina. Zaradi premajhne količine (9 mg) se je sintezni postopek te 
paralele ustavil na tej sintezni stopnji. Reakcijska shema sinteze 4-(((1H-1,2,4-triazol-3-
il)tio)metil)-1-(aliloksi)azetidin-2-ona (7c) je predstavljena na sliki 20. 
TLC (EtOAc); Rf = 0,32, (EtOAc : hex = 7 : 1); Rf = 0,20.  
1H NMR (CDCl3, 400 MHz); δ 8.82 (s,1H, -NH-), 8.18 (s, 1H, -NHCH-), 5.99 (ddt, 1H,  J 
= 16.8, 10.3, 6.5 Hz, CH2CHCH2-), 5.50 – 5.27 (m, 2H, CH2CH-), 4.51 – 4.36 (m, 2H, -
NOCH2-), 4.28 – 4.18 (m, 1H, -ONCH-), 3.63 (dd, 1H, J = 14.2, 4.5 Hz, -SCH2-), 3.39 (dd, 
1H, J = 14.2, 6.7 Hz, -COCH2-), 2.85 (dd, 1H, J = 14.1, 5.2 Hz, -SCH2-), 2.58 (dd, 1H,  J = 
14.1, 2.4 Hz, -COCH2-) ppm.  
13C NMR (CDCl3, 400 MHz); δ 164.63 (-CO-), 146.46 (-SCN2-), 132.14 (-NCHNH-), 
121.22 (CH2CHCH2-), 119.13 (CH2CHCH2-), 77.22 (-NOCH2-), 56.80 (-CONCH-), 37.48 
(-COCH2-), 33.97 (-SCH2-) ppm.  
IR (ATR); ν 3118, 2928, 1751, 1451, 1418, 1358, 1276, 1238, 1047, 973, 938, 905, 822, 
722, 624, 573 cm-1.  
HRMS (ESI+) za C9H12N4O2S; izračunan 240,0681, izmerjen 241,0749 ([MH]+), 263,0569 
([MNa]+), 279,0313 ([MK]+).  
ESI - MS za C9H12N4O2S; izračunan 240,3, izmerjen 241,0 ([MH]+), 2262,8 ([MNa]+), 
278,8 ([MK]+), 502,9 ([2MNa]+). 
4.2.8. Odstranjevanje alilne skupine  
V čisto in suho dvo-grlo bučko, opremljeno z magnetnim mešalom, smo odmerili 5 mL 
metanola. Bučko smo zaprli s septumoma in prepihali z argonom. Nato smo s plastično 
žličko dodali 0,1 ekvivalenta paladijevega acetata (Pd(OAc)2) in mešali 5 minut. Dodali smo 
še 0,5 ekvivalenta trifenilfosfina (PPh3) in mešali nadaljnjih 30 minut. Tako smo dobili 
raztopino 1. 
V drugi čisti in suhi bučki smo v 10 mL metanola raztopili čisti, ustrezno C4 substitiuiran 1-
aliloksi azetidin-2-on (7a/b). Bučko smo zaprli s septumom in prepihali z argonom. Nato 
smo dodali 1,5 ekvivalenta barbiturne kisline in mešali 30 minut. Tako smo dobili raztopino 
2.  
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Po 30 minutah mešanja posameznih raztopin smo raztopini 1 in 2 združili in mešali pri sobni 
temperaturi ter s TLC spremljali potek reakcije. Po končani reakciji smo reakcijsko zmes 
filtrirali preko celita na guču in matičnici pri znižanem tlaku odpareli topilo. 
4.2.8.1. Sinteza 1-hidroksi-4-((tiazol-2-iltio)metil)azetidin-2-ona (8a) 
 
Slika 21: Sinteza 1-hidroksi-4-((tiazol-2-iltio)metil)azetidin-2-ona (8a) 
Sledili smo splošnemu postopku za odstranjevanje alilne skupine. Pri tem smo porabili 
62 mg spojine 7a (0,242 mmol), 5 mg paladijevega acetata (0,024 mmol), 32 mg 
trifenilfosfina (0,121 mmol) in 57 mg barbiturne kisline (0,363 mmol). Reakcijo smo pustili 
potekati čez noč. Spojina 8a je tekočina intenzivno oranžne barve, s katero smo šli takoj, 
brez predhodnega čiščenja, v naslednjo reakcijsko stopnjo. Reakcijska shema sinteze 1-
hidroksi-4-((tiazol-2-iltio)metil)azetidin-2-ona (8a) je predstavljena na sliki 21. 
TLC (EtOAc); Rf = 0,57. 
4.2.8.2. Sinteza 1-hidroksi-4-(((1-metil-1H-imidazol-2-il)tio)metil)azetidin-2-ona (8b) 
 
Slika 22: Sinteza 1-hidroksi-4-(((1-metil-1H-imidazol-2-il)tio)metil)azetidin-2-ona (8b) 
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Sledili smo splošnemu postopku za odstranjevanje alilne skupine. Pri tem smo porabili 
59 mg spojine 7b (0,233 mmol), 5 mg paladijevega acetata (0,023 mmol), 31 mg 
trifenilfosfina (0,117 mmol) in 55 mg barbiturne kisline (0,350 mmol). Reakcijo smo pustili 
potekati dve uri. Spojina 8b je oranžna, kristalna snov, s katero smo šli takoj, brez 
predhodnega čiščenja, v naslednjo reakcijsko stopnjo. Reakcijska shema sinteze 1-hidroksi-
4-(((1-metil-1H-imidazol-2-il)tio)metil)azetidin-2-ona (8b) je predstavljena na sliki 22. 
TLC (EtOAc); Rf = 0,18. 
4.2.9. Vezava para-toluensulfilklorida (TsCl) 
Ustrezno C4 substituiran 1-hidroksi azetidin-2-on (8a/b) smo raztopili v primerni količini 
brezvodnega AcCN, bučko smo nato zaprli s septumom in prepihali z argonom. Raztopino 
smo ohladili na 0°C in dodali 1,5 ekvivalenta N,N-diizopropiletilaminaina (DIPEA), ter takoj 
za njim 1,5 ekvivalenta para-toluensulfilklorida (TsCl). Mešali smo natanko 10 minut pri 
0°C in nato pod znižanim tlakom odpareli odvečno topilo in produkt očistili z gravitacijsko 
oziroma »flash« kolonsko kromatografijo.  
4.2.9.1. Sinteza 2-okso-4-((tiazol-2-iltio)metil)azetidin-1-il 4-metilbenzensulfonata 
(9a) 
 
Slika 23: Sinteza 2-okso-4-((tiazol-2-iltio)metil)azetidin-1-il 4 metilbenzensulfonata (9a) 
Sledili smo splošnemu postopku za vezavo TsCl. Pri tem smo uporabili spojino 8a 
(0,242 mmol ob predpostavki 100 % izkoristka osme sintezne stopnje), 5 mL brezvodnega 
AcCN, 63 µL DIPEA (0,362 mmol) in 70 mg TsCl (0,363 mmol). Za mobilno fazo pri 
kolonski kromatografiji smo uporabili mešanico topil EtOAc : hex = 1 : 2. Izkoristek reakcije 
po koloni je bil 53 %. Čisti produkt 9a je bela kristalna snov. Reakcijska shema sinteze 2-
okso-4-((tiazol-2-iltio)metil)azetidin-1-il 4 metilbenzensulfonata (9a) je predstavljena na 
sliki 23. 
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TLC (EtOAc : hex = 1 : 2); Rf = 0,28 (EtOAc : hex = 1 : 1); Rf = 0,46.  
Temperatura tališča = (73,0 – 73,7)°C. 
1H NMR (CDCl3, 400 MHz); δ 7.97 – 7.87 (m, 2H, -CHSO2CH-), 7.64 (d, 1H, J = 3.4 Hz, 
-NCHCH- ali -SCH-), 7.43 – 7.37 (m, 2H, -CHCCH-), 7.24 (d, 1H, J = 3.4 Hz, -NCHCH- 
ali -SCH- ), 4.47 – 4.34 (m, 1H, -ONCH=), 3.86 (dd, 1H, J = 14.6, 3.6 Hz, -SCH2-), 3.52 
(dd, 1H, J = 14.6, 6.5 Hz, -COCH2-), 2.90 (dd, 1H, J = 14.8, 6.2 Hz, -SCH2-), 2.72 (dd, 1H, 
J = 14.8, 3.5 Hz, -COCH2-), 2.47 (s, 3H, -PhCH3)  ppm.  
13C NMR (CDCl3, 400 MHz); δ 165.29 (-CO-), 163.17 (-SCSN-), 146.56 (-SO2C-), 142.57 
(-CNCH-), 130.39 (CH3C-), 130.08 (-Ph-), 129.30 (-Ph-), 128.94 – 128.32 (m, -Ph-), 119.68 
(-Ph-), 58.43 (-SCH-), 46.30 (-NCHCH2-), 37.56 (-COCH2-), 34.92 (-SCH2-), 21.90 (CH3-) 
ppm.  
IR (ATR); ν 3127, 1788, 1594, 1476, 1406, 1375, 1299, 1241, 1190, 1150, 1120, 1090, 
1056, 1027, 978, 887, 866, 832, 813, 787, 156, 734, 687, 641, 589, 551, 539, 515 cm-1.  
HRMS (ESI+) za C14H14N2O4S3; izračunan 370,0116, izmerjen 371,0188 ([MH]+).  
ESI - MS za C14H14N2O4S3; izračunan 370,5, izmerjen 393,8 ([MNa]+).  
4.2.9.2. Sinteza 2-(((1-metil)-1-H-imidazol-2-il)tio)metil)-4-oksoazetidin-1-il) 4-
metilbenzensulfonata (9b) 
 
Slika 24: Sinteza 2-(((1-metil)-1-H-imidazol-2-il)tio)metil)-4-oksoazetidin-1-il) 4-
metilbenzensulfonata (9b) 
Sledili smo splošnemu postopku za vezavo TsCl. Pri tem smo uporabili spojino 8b 
(0,233 mmol ob predpostavki 100 % izkoristka osme sintezne stopnje), 8 mL brezvodnega 
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AcCN, 61 µL DIPEA (0,350 mmol) in 67 mg TsCl (0,350 mmol). Za mobilno fazo smo pri 
kolonski kromatografiji uporabili zmes topil EtOAc : hex = 7 : 1. Izkoristek reakcije po 
koloni je bil 9 %. Čista snov za katero domnevamo, da je spojina 9b (glej razpravo), je 
brezbarvna tekočina. Reakcijska shema sinteze 2-(((1-metil)-1-H-imidazol-2-il)tio)metil)-4-
oksoazetidin-1-il) 4-metilbenzensulfonata (9b) je predstavljena na sliki 24. 
TLC (EtOAc : hex = 7 : 1); Rf = 0,37, (EtOAc); Rf = 0,61.  
1H NMR (CDCl3, 400 MHz); δ 7.93 – 7.86 (m, 2H, -CHC(S)CH-), 7.38 (d, 2H, J = 8.0 Hz, 
-CHC(CH3)CH-), 7.02 (d, 1H J = 1.3 Hz, -N(CH3)CH-), 6.94 (d, 1H, J = 1.2 Hz, -NCHCH-
), 4.33 (tt, 1H, J = 6.6, 3.5 Hz, -ONCH-), 3.64 (s, 3H, -NCH3), 3.60 (dd, 1H, J = 14.5, 3.6 
Hz, -SCH2-), 3.39 (dd, 1H, J = 14.5, 6.5 Hz, -COCH2-), 2.87 (dd, 1H, J = 14.8, 6.1 Hz, -
SCH2-), 2.67 (dd, 1H, J = 14.8, 3.3 Hz, -COCH2-), 2.46 (s, 3H, -PhCH3) ppm.  
13C NMR (DMSO, 400 MHz); δ 166.57 (-CON-), 147.19 (-SO3C-), 146.17 (-SCN2-), 
138.08 (-CCH3), 132.00 (Ph), 131.96 (Ph), 129.30 (Ph), 129.18 (Ph), 128.53 (-NCH-), 
125.95 (-CH3NCH-), 58.70 (-ONCH-), 37.55 (-COCH2-), 34.88 (-SCH2-), 33.48 (-NCH3), 
21.26 (Ph-CH3) ppm.  
4.2.10. Poskusna sinteza 2-(bromometil)-4-oksoazetidin-1-il 4-metilbenzensulfonata 
(10) 
 
Slika 25: Poskusne sinteze 2-(bromometil)-4-oksoazetidin-1-il 4-metilbenzensulfonata (10) 
Spojino (5) (57,29 mg, 0,318 mmol) smo raztopili v 5 mL brezvodnega AcCN, bučko zaprli 
s septumom in prepihali z argonom. Raztopino smo ohladili na 0°C in dodali DIPEA (200 
µL, 1,15 mmol), ter takoj za njim TsCl (91 mg, 0,477 mmol). Mešali smo natanko 10 minut 
pri  0°C in nato pod znižanim tlakom odpareli odvečno topilo in produkt očistili z 
gravitacijsko oziroma »flash« kolonsko kromatografijo. Kot mobilno fazo smo uporabili 
zmes topil EtOAc : hex = 3 : 1. Spojina 10 je viskozna, brezbarvna tekočina. Izkoristek 
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reakcije po koloni je bil 7 %. Reakcijska shema poskusne sinteze 2-(bromometil)-4-
oksoazetidin-1-il 4-metilbenzensulfonata (10) je predstavljena na sliki 25. 
TLC (EtOAc : hex = 1 : 3); Rf = 0,26.  
1H NMR (CDCl3, 400 MHz); δ  7.93 – 7.89 in 7.87 – 7.83 (2xm, 2x2H, Ph), 7.39 (dd, J = 
15.0, 6.6 Hz, 4H, Ph), 4.89 – 4.81 in 4.28 (m, 1H in dq, 1H,  J = 9.6, 3.2 Hz, -NCH-), 3.80 
– 3.73 in 3.68 – 3.60 in 3.46 (m, 1H in m, 2H in dd, 1H, J = 10.7, 8.4 Hz, BrCH2-), 2.96 in 
2.84 in 2.79 – 2.73 in 2.73 – 2.66 (dd, 1H, J = 14.7, 6.1 Hz in ddd, 1H, J = 18.3, 9.2, 3.6 Hz 
in m, 1H in m, 1H, -COCH2-), 2.48 (d, 6H, J = 4.3 Hz, -PhCH3) ppm.  
13C NMR (DMSO, 400 MHz); δ 164.16 (-CO-), 146.79 (-SO3C-), 130.30 (Ph), 130.15 (Ph), 
130.09 (Ph), 129.74 (Ph), 129.33 (Ph), 58.54 (-ONCH-), 38.29 (-COCH2-), 32.61 (BrCH2-
), 21.87 (-PhCH3) ppm. 
IR (ATR); ν 2955,1804, 1596, 1494, 1374, 1295, 1192, 1171, 1088, 1027, 969, 916, 877, 
815, 762, 673, 572, 545 cm-1.  
HRMS (ESI+) za C11H12BrNO4S; izračunan 332,9670, izmerjen 333,9739 ([MH]+).  
ESI - MS za C11H12BrNO4S; izračunan 334,2, izmerjen 358,3 ([MNa]+).  
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5. Rezultati in razprava 
Tekom dela je zelo hitro postalo jasno, da so zaradi kompleksne večstopnjske reakcije in 
nizkih izkoristkov nekaterih reakcij, zelo majhne možnosti, da bi v obdobju opravljanja 
eksperimentalnega dela prišli do vseh končnih spojin, 2-oksoazetidin-sulfonatov. Tako so se 
naši najdaljši sintezni postopki ustavili na deveti stopnji sinteze. Uspeli smo torej sintetizirati 
enega predstavnika 2-oksoazetidin-1-il-sulfonatov s tiolnim substituentom na C4 mestu, 
katerega identiteto lahko nedvoumno potrdimo in dva predstavnika 1-aliloksi-azetidin-2-
onov s tiolnim substituentom na C4 mestu.  
5.1. Komentar sinteznih postopkov 
5.1.1. Sinteza osnovnega betalaktamskega obroča  
5.1.1.1. Sinteza hidroksamske kisline iz β,γ-nenasičene kisline preko kislinskega 
klorida 
Kislinski klorid smo pripravili iz komercialno dostopne 3-butenojske kisline in 
oksalilklorida. Reakcija je ob stalnem mešanju z magnetnim mešalom potekala 48 ur, najprej 
pri 0°C in nato pri sobni temperaturi. Pri tem smo s klor-kalcijevo cevko vseskozi ohranjali 
brezvodne pogoje, da bi se izognili hidrolizi produkta (kislinskega klorida). Na ta način smo 
3-butenojsko kislino aktivirali za naslednjo reakcijsko stopnjo. Predpostavljen mehanizem 
tvorbe kislinskega klorida je predstavljen na sliki 26. 
Slika 26: Predpostavljen mehanizem tvorbe kislinskega klorida 
Pripravljen kislinski klorid (1) smo v naslednji stopnji pretvorili v hidroksamsko kislino (N-
hidroksibut-3-enamid, spojina 2) z nukleofilno substitucijo, kjer smo kot nukleofil uporabili 
deprotonirani hidroksilamonijev klorid. Mehanizem reakcije je predstavljen na sliki 28. 
Deportonacijo v metanolu raztopljenega hidroksilamonijevega klorida, smo izvedli z 
dodatkom kalijevega hidroksida, ki smo ga prav tako predhodno raztopili v metanolu. Adiciji 
-NHOH skupine je sledila eliminacija klorida kot dobre izstopajoče skupine. Reakcijo smo 
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spremljali s TLC in kot orositveni reagent uporabljali železov triklorid, ki je hidroksamsko 
kislino obarval vijolično. Hidroksamska kislina namreč kelira Fe3+ ione in pri tem tvori 
intenzivno vijoličen kompleks. Kompleks med hidroksamsko kislino in Fe3+ ionom je 
predstavljen na sliki 27. 
 
Slika 27: Tvorba kompleksa med Fe3+ ionom in hidroksamsko kislino  
Produkt druge sintezne stopnje (spojina 2) smo poskusili izolirati, vendar nam je pri 
ekstrakciji z diklorometanom v zelo velikem deležu prešel v vodno fazo. Za reekstrakcijo bi 
porabili večlitrske količine organskih topil in veliko časa, zato smo se izolaciji izognili in 
smo v naslednjo reakcijsko stopnjo vstopali z neočiščenim produktom 2. 
 
Slika 28: Predpostavljen mehanizem sinteze hidroksamske kisline 
5.1.1.2. O-zaščita N-hidroksibut-3-enamida (spojina 2) z vezavo benzil kloroformata 
Kot zaščitno skupino smo na -NHOH skupino spojine 2 uvajali benzil kloroformat, ki je 
zagotovil ustrezno kislost N–H vezi za naslednjo reakcijsko stopnjo, halolaktamizacijo. 
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Hkrati smo s tem zaščitili tudi nukloeofilni OH hidroksamske kisline in se s tem izognili 
nastanku stranskih produktov (izoksazolidinon) v naslednji sintezni stopnji, zaradi 
morebitnih kompetitivnih reakcij. Zaščitno skupino CbzCl smo uvajali v brezvodnih in 
bazičnih pogojih, v inertni atmosferi. Kot topilo smo uporabili brezvodni THF, kot bazo 
zaradi sproščanja HCl in za aktivacijo reagentov smo uporabili piridin, medtem ko smo 
inertno atmosfero zagotovili s prepihovanjem sistema z argonom. Najprej je potekla 
nukleofilna adicija hidroksamske kisline na karboksilno skupino benzil kloroformata, ki je 
služila kot elektrofil. Nato je sledila eliminacija klora in za tem odstranitev vodika. 
Predpostavljen mehanizem reakcije je predstavljen na sliki 29. Reakcija je eksotermna, kar 
pomeni, da se reakcijska zmes ob dodajanju CbzCl segreva, zato smo izvajali reakcijo na 
ledeni kopeli. Potek reakcije smo spremljali s TLC. Pri tem smo uporabili dve mobilni fazi 
in dva orositvena reagenta. Z zmesjo AcCN : hex. = 1 : 3 kot mobilno fazo in železovim 
trikloridom kot orositvenim reagentom, smo preverjali prisotnost izhodne hidroksamske 
kisline (spojine 2). Z zmesjo EtOAc : hex = 1 : 2 in ninhidrinom pa nastajanje našega 
produkta (spojine 3). Po končani reakciji smo pričeli s čiščenjem našega produkta. Začeli 
smo z ekstrakcijo; organsko fazo smo najprej spirali z vodo (odstranitev v vodi topnih 
nečistoč), nato z 0,1 M HCl (odstranitev bazičnih nečistoč) in nazadnje še s solnico 
(odstranitev zaostale vode v organski fazi). Čiščenje smo nadaljevali z gravitacijsko oziroma 
»flash« kolonsko kromatografijo.  
 
Slika 29: Predpostavljen mehanizem uvedbe zaščitne skupine Cbz-  
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Celokupni izkoristki sklopa reakcij od prve do tretje sintezne stopnje so bili dokaj primerljivi 
in zelo nizki. Produkt druge stopnje (spojina 2) se v brezvodnem THF ni najbolje raztapljal, 
ampak je na stenah bučke ostala neraztopljena večja količina izhodne zmesi. Njeno 
raztapljanje se ni izboljšalo niti po dodatku piridina. Po orositvi TLC reakcijske zmesi tretje 
stopnje z železovim trikloridom smo potrdili, da je produkt druge stopnje (N-hidroksibut-3-
enamid, spojina 2) topen v THF, vendar se v njem uspe raztopiti samo deloma. Ugotovili 
smo namreč, da ga še vedno precej ostane neraztopljenega v oborini, ki vsebuje tudi različne 
netopne soli, čeprav je raztopljen delež že v celoti zreagiral v produkt tretje stopnje (N-
(((benziloksi)karbonil)oksi)but-3-enamid, spojina 3).  
Ker je izkoristek sklopa reakcij od prve do tretje sintezne stopnje precej nizek, smo poskusili 
izboljšati potek najbolj problematične, tretje stopnje. Poskušali smo s povečanjem prebitka 
CbzCl na 55 %, spremembo razmerja piridina in brezvodnega THF, z daljšim raztapljanjem 
nečistega produkta druge stopnje v topilu in z daljšim potekom reakcije, s segrevanjem 
reakcijske zmesi in ponovnim nastavljanjem reakcije iz oborin.  
S spreminjanjem razmerij piridina in brezvodnega THF smo poskusili izboljšati topnost 
nečistega produkta druge stopnje. Pri tem smo ugotovili, da spreminjanje razmerja bistveno 
ne vpliva na potek in izkoristek reakcije. Preizkusili smo naslednja razmerja piridin : THF 
(brezvodni) = 1 : 20, 1 : 7, 1 : 4, 1 : 3.   
V enem od primerov smo pri ponovnem nastavljanju reakcije iz oborine, opazili izboljšano 
topnost. V tem primeru smo oborino pri sobni temperaturi raztapljali v čistem piridinu, pri 
čemer se je oborina v celoti raztopila. Po dodatku brezvodnega THF pa se je le-ta ponovno 
pojavila (razmerje piridin : THF = 1 : 3). Reakcijo smo nato nadaljevali po standardni poti 
(dodatek CbzCl na ledu, 1,5 urni potek reakcije pri 0 °C in nato pri sobni temperaturi do 
naslednjega dne). Po kolonskem čiščenju smo opazili boljše izkoristke. Običajen izkoristek 
same kolone je bil 3 %, v tem primeru se je ta povečal na 30 %. Na vseh TLC so bili v vseh 
frakcijah s produktom vidni sledovi nečistoč, zato smo posneli tudi 1H NMR spekter na 
katerem nečistoč ni bilo opaziti, oziroma so bile te zanemarljive. V tej ponovitvi reakcije 
smo dosegli 13 % izkoristek, ki je nekoliko odstopal od ostalih. Izkoristek je izračunan glede 
na celokupno maso čistega produkta, ki naj bi ga teoretično dobili po prvem in drugem 
nastavljanju reakcije tretje stopnje. Po tej analogiji so bili izračunani tudi ostali izkoristki. 
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Do popolne topnosti produkta druge stopnje je prišlo še v eni ponovitvi. Tu smo uporabili 
naslednje razmerje piridina in THF, piridin : THF (brezvodni) = 1 : 20. Reakcija je potekala 
tri dni na sobni temperaturi, istočasno je pri enakih pogojih potekala še ena ponovitev 
reakcije, v kateri do popolnega raztapljanja ni prišlo. Tudi izkoristek te ponovitve je bil, 
enako kot prej, nekoliko višji od ostalih (10 %).  
Podobne topnosti nečistega produkta druge stopnje v naslednjih ponovitvah nismo zaznali, 
četudi smo spojino 2 pustili raztapljati čez noč. Iz opaženega lahko zaključimo, da izboljšana 
topnost nečistega produkta druge stopnje pomembno prispeva k povečanju izkoristka, 
vendar topnosti zgolj s spreminjanjem razmerij piridina in brezvodnega THF nismo uspeli 
izboljšati, oziroma je do izboljšav prišlo le izjemoma in po naključju.  
Nato smo na hitrost poteka reakcije in topnost poskušali vplivati s segrevanjem. CbzCl smo 
uvajali na ledeni kopeli in nato reakcijo nadaljevali na oljni kopeli pri 45°C, pri tem smo 
uporabili vodni hladilnik. Segrevanje smo izvajali 2,5 ure. Glede na TLC, ki smo ga 
primerjali s TLC reakcije, ki je vzporedno potekala pri sobni temperaturi, je rekcija pri 
povišani temperaturi potekla primerljivo z reakcijo, ki je potekala pri sobni temperaturi. 
Sklepali smo, da segrevanje prav tako ne vpliva na potek reakcije. 
S spremljanjem reakcije s TLC smo se odločali o morebitnem dodajanju prebitka CbzCl. V 
samo reakcijo smo vstopali s 5 % prebitkom reagenta. Reagent smo vedno dodajali  na ledeni 
kopeli, kjer smo reakcijo pustili teči še 1,5 ure, nato je reakcija čez noč potekala pri sobni 
temperaturi. V večini primerov reakcija ni potekla popolnoma in je v reakcijski zmesi ostalo 
še nekaj raztopljene spojine 2. Na podlagi take ugotovitve smo dodali še 50 % prebitek 
CbzCl (celotni ekvivalent glede na teoretično množino spojine 2 je bil tako 1,55) in še naprej 
spremljali reakcijo s TLC. Po 1 urnem poteku smo opazili močnejše obarvanje s Cbz 
zaščitenega produkta (spojine 3) in šibkejše obarvanje hidroksamske kisline (spojine 2.  
Kot smo že prej omenili, smo opazili, da hidroksamska kislina v določenem deležu ostaja 
neraztopljena v oborini. Potem, ko je v raztopljenem delu reakcijske zmesi celotna 
hidroksamska kislina zreagira v produkt, smo raztopino odlili in iz nje izolirali produkt. Nato 
smo naredili TLC oborine. Oborina je bila v celoti topna v vodi, zato smo njen del najprej 
raztopili v vodi in nato nanesli na TLC, ki smo ga razvili v mobilni fazi iz acetonitrila in 
heksana (AcCN : hex = 3 : 1). V kolikor smo se želeli znebiti kislinskih repov, smo mobilni 
fazi dodali še približno pol kapalke 1M HCl. Vedno se je izkazalo, da je v oborini prisotna 
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še nezreagirana hidroksamska kislina, zato smo se odločili, da reakcijo s CbzCl ponovimo. 
Tokrat smo predpostavili, da je v prvi reakciji zreagirala večina spojine 2 in smo ponovno 
reakcijo nastavili z 0,525 ekvivalentom CbzCl glede na teoretično množino hidroksamske 
kisline, s katero smo vstopali v prvo reakcijo. Tudi sedaj smo reakcijo spremljali s TLC. 
Ponovno dodajanje CbzCl ni bilo potrebno, saj je spojina 2 v celoti zreagirala. Tudi v oborini 
hidroksamske kisline ni bilo več zaznati, oziroma je bila njena lisa na TLC zelo šibka.  
5.1.1.3. Oksidativna ciklizacija β,γ – nenasičenega O-acil hidroksamata, N-
(((benziloksi)karbonil)oksi)but-3-enamida (spojina 3) 
Alkenski amidi se pod standardnimi pogoji ciklizacije, raje kot v laktame, ciklizirajo v 
laktone. Laktamizacijo lahko dosežemo s predhodno substitucijo amidnega dušika, tako da 
na tem mestu dosežemo primerno pK vrednost (27, 28, 29). Glede na določene vire je 
primerna pK vrednost med 6 iz 7 (28). Slednje smo dosegli z uvajanjem Cbz skupine v 
prejšnji (tretji) sintezni stopnji. 
Laktamizacijo smo izvedli z bromiranjem v bazičnih pogojih, ki smo jih zagotovili z 
dodatkom kalijevega karbonata in vode. Spojino 3 smo najprej raztopili v AcCN. Nato smo 
dodali kalijev karbonat in mešali natanko 5 minut. Potem smo dodali predpisano količino 
vode in spet mešali 5 minut. Tako smo ustvarili blage bazične pogoje, s katerimi smo 
povečali nukleofilnost amidne skupine. Nato smo po kapljicah pričeli dodajati raztopino 
broma v AcCN. Tako je brom z dvojno vezjo spojine 3 tvoril psevdo tričlenski obroč. 
Amidna skupina je sedaj delovala kot nukleofil in odprla nastali tričlenski obroč ter tvorila 
betalaktamskega. Opisan mehanizem je predstavljen na sliki 30.  
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Slika 30: Predpostavljen mehanizem reakcije oksidacijske ciklizacije N-
(((benziloksi)karbonil)oksi)but-3-enamida, spojine 3 
Tako pridobljeno spojino 4 smo najprej ekstrahirali. Organsko fazo smo sprali z vodo (za 
odstranitev v vodi topnih nečistoč), nato s 5 % natrijevim sulfitom (za redukcijo prebitnega 
broma do bromida) in solnico (za odstranitev zaostanka vode v organski fazi). Nato smo 
izvedli gravitacijsko oziroma »flash« kolonsko kromatografijo. Zaradi precej aktiviranega 
sistema spojine 4, smo topila odparevali na sobni temperaturi pri znižanem tlaku.  
Posebna pazljivost je bila potrebna pri ravnanju z bromom, saj ta ob stiku povzroča opekline 
na koži in poškodbe oči in je akutno toksičen pri vdihovanju (delo izključno v digestoriju). 
Na tej stopnji smo naleteli na precej različne izkoristke. Zaradi opisanih težav tretje stopnje 
smo v oksidativno ciklizacijo poskusili vstopati z neočiščenim produktom tretje stopnje, 
spojino 3.  
Po reakciji tretje stopnje smo po ekstrakciji skupno dobili 13,20 g neočiščenega produkta 3. 
4 g tega produkta smo očistili s kolonsko kromatografjo, izkoristek kolone je bil 6 %. V 
reakcijo oksidativne ciklizacije smo vstopali s preostalimi 9,20 g neočiščenega produkta 3. 
Po koloni smo dobili 549 mg (1,748 mmol) čiste spojine 4. Ob predpostavki, da je bila 
spojina 3, s katero smo vstopili v reakcijo, čista, je bil izkoristek po koloni 4 %. V kolikor 
bi tudi 9.20 g neočiščenega produkta 3 očistili s kolonsko kromatografijo, bi glede na prej 
naveden izkoristek dobili 0,552 g (2,35 mmol) čiste snovi 3. Če upoštevamo povprečen 
izkoristek oksidativnega bromiranja po koloni (28 %), bi tako po ustaljeni poti s predhodnim 
čiščenjem spojine 3, dobili 206 mg čiste spojine 4 (0,657 mmol). Z uporabo neočiščenega 
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produkta 3, smo se tako izognili izgubam produkta na koloni in izboljšali celokupni 
izkoristek sklopa reakcij do četrte stopnje. 
5.1.2. Vezava žveplovih substituentov na C4 mesto betalaktamskega ogrodja 
Pred pričetkom C4 substitucije, smo zamenjali zaščitno skupino na kisiku. O-Cbz skupina 
se je, glede na vire, namreč izkazala za preveč labilno oziroma aktivirajočo, zaradi 
kompetitivne elektrofilnosti, in je tako ob uvajanju žveplovih substituentov povzročila 
razpad betalaktama. (27, 29) 
5.1.2.1. Zamenjava zaščitne skupine 
Najprej smo s katalitsko hidrogenacijo odstranili -Cbz. Kot katalizator smo uporabili 10 % 
paladij na ogljiku, slednji poveča površino in aktivnost paladiju. Vodik, ki smo ga z balonom 
uvajali v reakcijsko zmes, se je adsorbiral na površino paladija. Nato je potekla redukcija v 
metanolu raztopljenega karbonata (spojina 4) in dobili smo spojino 5 ter CO2 in toluen kot 
stranska produkta. Reakcijska shema je prikazana na sliki 31. 
 
Slika 31: Reakcija hidrogeniranja 
Pri sami izvedbi reakcije je bila potrebna nekolikšna previdnost, zaradi vnetljivosti 
katalizatorja in eksplozivnosti vodika. Zato smo iz digestorija, kjer smo izvajali reakcijo, 
odstranili vse vnetljive vire in vire toplote ter reakcijo izvajali v odsotnosti zračnega kisika 
(inertni pogoji). Trogrlo bučko smo torej predhodno očistili z acetonom in prežarili z grelno 
pištolo, jo prepihali s tremi balončki argona in zaprli s septumom in se šele nato lotili 
reakcije. Glavni prednosti katalitskega hidrogeniranja sta hitrost in visok izkoristek reakcije. 
Poleg tega lahko stranske produkte enostavno odstranimo. 
Spojina 5 je zaradi visoke aktiviranosti obročnega sistema precej nestabilna, zato smo takoj 
po odparitvi metanola nadaljevali z uvajanjem alilne zaščite. Reakcija nukleofilne 
substitucije (SN2), ki je predstavljena na sliki 32, je potekala čez noč, v bazičnih pogojih 
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(kalijev karbonat) in inertni atmosferi, pri sobni temperaturi. Kot topilo smo uporabljali 
acetonitril. 
 
Slika 32: Predpostavljen mehanizem uvedbe alilne zaščite 
Produkt 6 smo nato ekstrahirali. Reakcijo smo z vodo prenesli v lij ločnik in stresali z 
dietiletrom. Nato smo vodno fazo še nekajkrat sprali z dietiletrom, da smo iz nje ekstrahirali 
ves produkt in združene organske faze s solnico, da smo se znebili morebitnega zaostanka 
vode v organski fazi. Sušenju s sušilnim sredstvom je sledilo uparevenje topila pri znižanem 
tlaku in sobni temperaturi, zaradi aktiviranega sistema spojine 6. Glede na 1H NMR spekter, 
smo izolirali čist produkt in kolonsko čiščenje ni bilo potrebno. S tem lahko predpostavimo, 
da je nukleofilna substitucija  potekala zgolj z alilbromidom in da v tem primeru 
bromometilna skupina ni delovala kot elektrofil.  
5.1.2.2. C4 substitucija 
Spojino 6 smo nato na C4 mestu substituirali z derivati s tiolno skupino (predstavljeni so v 
preglednici 4). Nukleofilna substitucija je v prisotnosti baze (K2CO3), s katero smo iz tiola 
tvorili bolj nukleofilni tiolat, čez noč potekala v inertni atmosferi pri sobni temperaturi. Kot 
topilo smo uporabili brezvodni acetonitril, inertnost smo zagotovili s prepihovanjem zmesi 
z argonom. Mehanizem uvedbe žveplovega substituenta na C4 mesto je predstavljen na sliki 
33. 
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Slika 33: Predpostavljen mehanizem uvedbe žveplovega substituenta na C4 mesto 
betalaktamskega obroča 
Produkt 7 smo nato ekstrahirali. Reakcijo smo z vodo prenesli v lij ločnik in stresali z 
dietiletrom. Nato smo vodno fazo še nekajkrat sprali z dietiletrom, da smo iz nje ekstrahirali 
ves produkt in združene organske faze s solnico, da smo se znebili morebitnega zaostanka 
vode v organski fazi. Sušenju s sušilnim sredstvom je sledilo uparevenja topila pri znižanem 
tlaku in sobni temperaturi, zaradi aktiviranega sistema spojine 7.  
Preglednica IV: Derivati s tiolno skupino 
 
Kot je razvidno iz preglednice IV, smo pri substituciji z različnimi substituenti, dobili 
različne izkoristke reakcij. Najnižji izkoristek smo dobili pri substituciji z 1H-1,2,4-triazol-
3-tiolom (spojina 7c). Iz TLC (mobilna faza; EtOAc, orositveni reagent: ninhidrin) smo 
sklepali, da je produkt po ekstrakciji, zaradi svoje polarnosti, ostal v vodni fazi. Iz slednje 
smo ga spirali z diklorometanom. Nakar smo ekstrahiran produkt čistili na koloni.  
Naknadno smo poskusili vodno fazo nakisati z 10 % ocetno kislino, saj ima substituent kisli 
center, in jo zopet spirati z diklorometanom. Z nakisanjem vodne faze smo spojino 7c 
poskusili pretvoriti v neionsko obliko in jo tako sprati v organsko fazo. Glede na TLC po 
ekstrakciji, v organski fazi ni bilo vidnega produkta. Nazadnje smo v vodni fazi, ki smo jo 
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nakisali z 10 % ocetno kislino, do nasičenosti raztopili NaCl. Presežen NaCl smo odfiltrirali 
in vodno fazo spirali z diklorometanom. Z nasičenjem vodne faze z NaCl, smo spojini 7c 
poskusili znižati topnost. Tokrat smo na TLC videli obarvano liso za katero smo sklepali, da 
bi lahko bila naš produkt, vendar smo po uparitvi topila dobili zanemarljivo količino, ki pa 
bi glede na 1H NMR lahko vsebovala naš produkt (7c). 
5.1.2.3. Odstranitev alilne in uvedba tosilne skupine 
Alilno skupino smo odstranili s pomočjo katalitske Pd0 dealinacije (Tsuji-Trost reakcija). 
Reakcija je predstavljena v reakcijski shemi na sliki 34. 
 
Slika 34: Reakcija dealinacije spojin 7 
Pripravili smo dve raztopini v metanolu, ki naj bi bil zaradi svoje protične polarnosti najbolj 
primerno topilo za našo reakcijo (30). V prvi smo v metanolu raztopili paladijev(II) acetat 
in mu dodali trifenilfosfin. Tako smo zagotovili ustrezno oksidacijsko stanje paladija (Pd0). 
V drugi raztopini smo v metanolu raztopili spojino 7a, oziroma spojino 7b, kateri smo dodali 
1,3-dimetil barbiturno kislino, ki je služila kot nukleofil pri regeneraciji katalizatorja. Nato 
smo raztopini združili in reakcijo izvajali pri sobni temperaturi, od 3 ur do preko noči, v 
argonovi atmosferi. Reakcijsko zmes smo nato s pomočjo vodne črpalke filtrirali skozi celit 
na guču in matičnici pri znižanem tlaku in sobni temperaturi odpareli metanol.  
Ker je produkt 8a, oziroma 8b nestabilen, smo takoj nadaljevali z uvajanjem tosilne skupine. 
Najprej smo spojino 8a, oziroma 8b raztopili v brezvodnem AcCN, raztopino prepihali z 
argonom in na ledeni kopeli ohladili na 0°C. Nato smo dodali DIPEA kot bazo za 
nevtralizacijo nastalega HCl in takoj za tem TsCl. Reakcijo smo pustili potekati največ 10 
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minut, saj smo ob daljšem poteku reakcije opazili, da produkt razpade. Predpostavljen 
mehanizem reakcije je predstavljen na sliki 35. 
  
Slika 35: Predpostavljen mehanizem uvedbe tosilne skupine 
Uparevanju topila pri znižanem tlaku in sobni temperaturi je sledilo kolonsko čiščenje 
produkta 9a, oziroma 9b. Skupni izkoristek odstranjevanja alilne skupine in uvedbe tosilne 
skupine po koloni je bil za spojino 9a višji kot za spojino 9b. Na tem mestu bi omenili, da 
nismo povsem prepričani o identiteti spojine 9b. Za navedeno spojino smo namreč izvedli 
samo dve analizi (1H NMR in 13C NMR), nakar je bil vzorec ponesreči zavržen.  
5.1.3. Poskusna sinteza 2-(bromometil)-4-oksoazetidin-1-il 4-metilbenzensulfonata 
(10) 
Tosilno skupino smo poskusili vezati tudi na spojino 5, ki se, kot lahko opazimo na sliki 36, 
od spojin 8a in 8b, razlikuje v C4 substituentu.  
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Slika 36: Spojina 5, 8 in 10 
Tudi tu smo najprej spojino 5 raztopili v brezvodnem AcCN in raztopino prepihali z 
argonom, ter na ledeni kopeli ohladili na 0°C. Nato smo dodali DIPEA in takoj za tem TsCl. 
Reakcijo smo pustili potekati 10 minut. Po uparevanju topila smo izvedli kolonsko čiščenje 
in pridobili čisto spojino 10 v dveh izomernih oblikah. Spojina 10 ima namreč na mestu C4 
stereogeni center. Tako smo dobili 1H NMR spekter s podvojenimi signali. Povečane dele 
tega spektra lahko vidimo na sliki 37. 
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Slika 37: Povečani deli 1H NMR spektra spojine 10  
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Sklep 
V magistrski nalogi smo poskusili sintetizirati predstavnike monocikličnih betalaktamov, ki 
bi potencialno lahko delovali kot zaviralci betalaktamaz. Sintezo smo pričeli s tvorbo 
osnovnega betalaktamskega obroča, na katerega smo na C4 mesto vezali različne tiolne 
substituente.  
Z nizkimi izkoristki smo se srečali že v začetnih sinteznih stopnjah. Zato smo se namenili 
optimizirati potek najbolj težavne, tretje sintezne stopnje. Kljub prizadevanjem poteka 
reakcije nismo uspeli bistveno izboljšati.  
Nadalje smo ugotovili, da reakcija oksidativne ciklizacije β,γ-nenasičenega O-acil 
hidroksamata poteče tudi s predhodno neočiščenim N-hidroksibut-3-enamidom (spojina 3). 
S ciklizacijo pred predhodnim kolonskim čiščenjem spojine 3 se hkrati izognemo izgubam 
spojine 3 pri kolonskem čiščenju.  
V nadaljnjih sinteznih stopnjah so bili izkoristki sprejemljivi. S težavami smo se srečali le 
pri uvajanju 1H-1,2,4-triazol-3-tiola na C4 mesto betalaktamskega obroča. Pri tem smo imeli 
veliko izgub pri ekstrakciji, saj nam je produkt zaradi svoje hidrofilnosti ostal v vodni fazi.  
Uspeli smo sintetizirati enega predstavnika 2-oksoazetidin-1-il-sulfonatov (2-okso-4-
((tiazol-2-iltio)metil)azetidin-1-il 4-metilbenzensulfonat, spojina 9a). V preostalih dveh 
sinteznih poskusih se je sinteza končala na sedmi sintezni stopnji. Tako smo dobili dva 
predstavika 1-aliloksi-azetidin-2-onov z žveplovim substituentom na C4 mestu (1-(aliloksi)-
4-(((1-metil-1H-imidazol-2-il)tio)metil)azetidin-2-on, spojina 7b in 4-(((1H-1,2,4-triazol-3-
il)tio)metil)-1-(aliloksi)azetidin-2-on, spojina 7c).  
V poskusni reakciji uvedbe tosilne skupine na 4-(bromometil)-1-hidroksiazetidin-2-on, 
spojino 5, smo ugotovili, da reakcija poteče, vendar s slabim izkoristkom 7 %. 
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Priloge 
Priloga 1: 1H NMR spekter spojine 6  za signal pri kemijskem premiku 6.10 ppm 
 
Priloga 2: 1H NMR spekter spojine 6 za signal pri kemijskem premiku 4.10 ppm 
 
